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RESUMO 
Patógenos do gênero Xanthomonas infectam uma larga variedade de culturas com 
relevância econômica e seu sistema CUT xilanolítico (Carbohydrate Utilization with TOnB-
dependent outer membrane transporters) contém duas proteínas relacionadas como 
xilanases, XynA e XynB, que se destacam por afetar a formação de biofilme e a virulência. 
Nesse trabalho os produtos dos genes xynA (XAC4249) e xynB (XAC4254) pertencentes ao 
fitopatógeno Xanthomonas citri subsp. citri str. 306 foram investigados funcional e 
estruturalmente visando elucidar mecanismos moleculares responsáveis pela degradação de 
xilano. A caracterização de propriedades bioquímicas e biofísicas demonstrou que XynA não é 
uma endo-β-1,4-xilanase, como previamente anotada por predições, mas sim uma rara exo-
oligoxilanase que atua em extremidades redutoras liberando xilose do polímero xilano e de 
xilooligossacarídeos. Análises estruturais revelaram que uma inserção na alça β7-α7 de XynA 
induz a dimerização dessa proteína, promovendo uma barreira física no subsítio +2, e essa 
característica peculiar é responsável por seu modo de ação único dentre os membros da 
família GH10. A mutação de um único resíduo de aminoácido que impede a dimerização 
tornou XynA capaz de hidrolisar xilano. Além disso, a adaptação dessa alça para transformá-
la em um segmento canônico de xilanases GH10 resultou em uma endo-β-1,4-xilanase 
altamente ativa. Por sua vez, a enzima XynB, que possui a sequência mais divergente, 
mostrou-se uma endo-β-1,4-xilanase genuína. XynB possui um sítio de ligação ao íon Ca2+, do 
qual depende sua atividade catalítica e também sua estabilidade estrutural. Tanto XynA 
quanto XynB mostraram-se capazes de hidrolisar o licor rico em xilo-oligômeros oriundos de 
pré-tratamento hidrotérmico do bagaço de cana-de-açúcar atingindo valores em torno de 
30% de conversão. Os resultados desse trabalho cooperam com o esclarecimento das bases 
moleculares às quais Xanthomonas citri subsp. citri recorre para a degradação de xilano, além 
de sugerir uma interação sinérgica entre as enzimas na infecção e na patogênese. As 
descobertas apresentadas indicam que XynB contribui para degradar a barreira da parede 
celular, o que facilita a translocação de proteínas efetoras e fornece nutrientes. Por sua vez, 
XynA possivelmente participa na supressão da resposta imune induzida por oligossacarídeos.  
  
 
 
ABSTRACT 
Xanthomonas pathogens attack a variety of economically-relevant plants and their 
xylan CUT system (Carbohydrate Utilization with TonB-dependent outer membrane 
transporter system) contains two major xylanase-related genes, XynA and XynB, which 
influence biofilm formation and virulence. The aim of this thesis was to investigate functionally 
and structurally the products of the genes xynA (XAC4249) and xynB (XAC4254) belonging to 
the phytopathogen Xanthomonas citri subsp. citri str. 306, which could elucidate the 
molecular mechanisms responsible for xylan degradation. Herein, we demonstrated that XynA 
is a rare reducing-end xylose-releasing exo-oligoxylanase and not an endo-β-1,4-xylanase as 
predicted. Structural analysis revealed that an insertion in the β7-α7 loop induces dimerization 
and promotes a physical barrier at the +2 subsite conferring this unique mode of action within 
the GH10 family. A single mutation that impaired dimerization became XynA active against 
xylan and high endolytic activity was achieved when this loop was tailored to match a 
canonical sequence of endo-1,4-β-xylanases, supporting our mechanistic model. On the other 
hand, the divergent XynB showed to be a classical endo-β-1,4-xylanase, despite the low 
sequence similarity to characterized GH10 xylanases. Interestingly, this enzyme contains a 
calcium ion bound nearby to the glycone-binding region, which is required for catalytic activity 
and structural stability. Both XynA and XynB were able to hydrolyze the liquor concentrated 
in xylooligomers from the hydrothermal pretreatment of the sugarcane bagasse, reaching 
conversion values around 30%. These results shed light on the molecular basis for xylan 
degradation by Xanthomonas and suggest how these enzymes synergistically assist infection 
and pathogenesis. Our findings indicate that XynB contributes to breach the plant cell-wall 
barrier providing nutrients and facilitating the translocation of effector molecules, whereas 
the exo-oligoxylanase XynA possibly participates in the suppression of oligosaccharide-
induced immune responses.  
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1 – INTRODUÇÃO  
Enzimas degradadoras de parede celular (CWDE, do inglês plant cell-wall 
degrading enzyme), secretadas pelo sistema de secreção tipo II (T2SS), são requeridas para a 
virulência e a patogenicidade do gênero Xanthomonas (HU, JUN; QIAN; HE, 2007; 
RAJESHWARI; JHA; SONTI, 2005; RAY; RAJESHWARI; SONTI, 2000). Tal grupo de enzimas, do 
qual pode-se destacar xilanases, celulases e poligalacturanases, degrada os principais 
polissacarídeos da parede celular, tanto com o objetivo de enfraquecer a primeira barreira 
física de plantas contra o ataque de patógenos, quanto para liberar nutrientes durante a 
colonização do hospedeiro (ALBERSHEIM; JONES; ENGLISH, 1969; BÜTTNER; BONAS, 2010; 
PRESTON; STUDHOLME; CALDELARI, 2005).  
Por outro lado, CWDEs podem possuir função dupla durante a infecção, pois sua 
presença pode ser detectada pelas plantas para acionar respostas de defesa (JHA; 
RAJESHWARI; SONTI, 2005). Essas enzimas podem ativar o sistema imune inato das plantas 
tanto por PAMPs (Padrões Moleculares Associados a Patógenos) quanto por DAMPs (Padrões 
Moleculares Associados a Dano Celular). CWDEs ativam a resposta imune independente da 
sua atividade enzimática no caso do mecanismo desencadeado por padrões moleculares 
(PAMP), como demonstrado para xilanases fúngicas, que são reconhecidas por receptores da 
parede celular da planta (ENKERLI, 1999; FURMAN-MATARASSO et al., 1999; HANANIA; AVNI, 
1997). Além disso, os oligossacarídeos, produto da atividade enzimática de CWDEs, induzem 
a resposta imune por DAMPs. De fato, foi demonstrado que plantas pré-tratadas com 
hidrolases glicosídicas demonstraram maior resistência contra a infecção por patógenos (FRY 
et al., 1993; PALVA et al., 1993; RYAN, 1987). 
Como previamente proposto e destacado na literatura, parece existir uma ação 
combinada entre os sistemas de secreção dos tipos II e III, de forma que as CWDEs secretadas 
por T2SS rompem a parede celular das plantas facilitando a translocação de proteínas efetoras 
por T3SS (JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2007; SZCZESNY et al., 2010). Vários genes T2SS de 
Xanthomonas spp. são co-regulados com a expressão de componentes de T3SS, corroborando 
com evidências que suportam esse modelo (JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2007; SZCZESNY et al., 
2010; YAMAZAKI; HIRATA; TSUYUMU, 2008). 
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Curiosamente, as bactérias do gênero Xanthomonas contém um grande repertório 
de genes relacionados à expressão de enzimas para degradação e modificação de parede 
celular de plantas (pelo menos 160 genes). Um acesso simples ao banco de dados CAZy 
(Carbohydrate-Active Enzymes database; http://www.cazy.org) permite observar que esse 
número é equivalente ao observado para outros micro-organismos que são especializados na 
degradação de biomassa vegetal, como Ruminococcus albus e Clostridium cellulolyticum 
(LOMBARD et al., 2014). No entanto, Xanthomonas spp. infectam plantas preferencialmente 
por meio de estômatos, hidatódios ou lesões em folhas, sugerindo outras funções para essas 
enzimas que excedem o papel primário de degradação dos polissacarídeos da parede celular 
(GOTTWALD; GRAHAM, 1992; GRAHAM et al., 1992). 
 O sistema xilanolítico, que está presente em todos os micro-organismos 
lignocelulolíticos, também é encontrado em Xanthomonas spp.. Nesses micro-organismos 
fitopatogênicos, xilanases desempenham papéis importantes na virulência, na formação de 
biofilme, na captação de nutrientes, e, de modo geral, na adaptação à filosfera (DÉJEAN et al., 
2013; RAJESHWARI; JHA; SONTI, 2005; SZCZESNY et al., 2010). Em Xanthomonas spp., o 
sistema xilanolítico faz parte do sistema CUT (Carbohydrate Utilization with TOnB-dependent 
outer membrane transporters) (BLANVILLAIN et al., 2007) e é composto principalmente por 
dois genes codificadores de proteínas da família GH10 relatadas como xilanases, além de 
outras enzimas xilanolíticas, como β-xilosidases, arabinofuranosidases, acetil xilano esterases 
e α-glicuronidases (DÉJEAN et al., 2013).  
Em Xanthomonas citri subsp. citri, duas proteínas anotadas como xilanases são 
codificadas pelos genes xynA (XAC4249) e xynB (XAC4254). Foi previamente demonstrado que 
xynA afeta a formação de biofilme em X. citri subsp. citri (LI; WANG, 2011) e que os seus genes 
ortólogos em Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) (DÉJEAN et al., 2013) e 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) (RAJESHWARI; JHA; SONTI, 2005) não exibem atividade 
de xilanase, embora possuam alta identidade de sequência com endo-β-1,4-xilanases clássicas 
(~45-60%). Em contraste, XynB - que apresenta no máximo 30% de identidade com xilanases 
caracterizadas da família GH10 - mostrou-se ser o maior responsável pela atividade xilanásica 
em X. oryzae pv. oryzae e X. campestris pv. campestris. Em X. oryzae pv. oryzae, mostrou-se 
que a deleção do gene correspondente ao xynB de X. citri subsp. citri afeta a virulência e que 
15 
 
a complementação de uma linhagem mutante ΔxynB com um plasmídeo contendo xynB 
restaurou a capacidade de provocar lesões do tipo selvagem (RAJESHWARI; JHA; SONTI, 2005). 
Em Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv), a deleção desse gene também implicou em 
redução da atividade xilanásica extracelular e da virulência (SZCZESNY et al., 2010).  
Embora seja evidente a importância funcional dessas proteínas GH10 relatadas 
como xilanases para o gênero Xanthomonas, as bases moleculares de sua ação em 
polissacarídeos de parede celular vegetal são desconhecidas. Diante desse contexto e visando 
colaborar com o entendimento do sistema xilanolítico nesses fitopatógenos, esse trabalho se 
propôs investigar propriedades bioquímicas e biofísicas das proteínas XynA e XynB de 
Xanthomonas citri subsp. citri. A partir da investigação dessas propriedades, foi possível 
caracterizar as implicações biológicas e biotecnológicas das atividades das proteínas XynA e 
XynB.  
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2 – OBJETIVOS  
2.1 Objetivo geral 
Caracterizar propriedades bioquímicas e biofísicas de enzimas do sistema 
xilanolítico de Xanthomonas citri subsp. citri str. 306. 
2.2 Objetivos específicos 
 Caracterização bioquímica e biofísica do produto do gene xynA 
(XAC4249); 
 Construção de proteínas mutadas (XynA-L270R e XynA quimérica) e 
caracterização das mesmas visando provar os determinantes estruturais que 
influenciam a atividade da enzima XynA; 
 Caracterização bioquímica e biofísica do produto do gene xynB 
(XAC4254); 
 Análise da influência bioquímica e estrutural do íon cálcio em XynB;  
 Avaliar a performance de XynA quimérica e XynB na hidrólise do licor 
rico em xilo-oligossacarídeos proveniente do pré-tratamento hidrotérmico do bagaço 
de cana-de-açúcar. 
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3 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
3.1 O cancro cítrico – Um desafio para a produção de frutas cítricas no Brasil 
O cancro cítrico, também conhecido como cancro cítrico Asiático ou cancrose A, é 
uma doença que afeta de forma severa plantas cultivadas em todo o mundo, provocando 
impactantes perdas econômicas para a agricultura de citros em regiões onde o clima é quente 
e úmido (BEHLAU, 2006). O agente etiológico dessa doença é a bactéria Xanthomonas citri 
subsp. citri (também denominada Xanthomonas axonopodis pv. citri), que provoca lesões em 
folhas, frutos e ramos de grande número de espécies da família Rutaceae pertencentes ao 
gênero Citrus (e.g. laranjas, pomelos, tangerinas e limões). A disseminação desse patógeno 
(Figura 3.1) ocorre pela ação do homem, através do plantio de mudas contaminadas e do 
trânsito de veículos e materiais de colheitas contaminados entre pomares; e pela ação da 
natureza, por meio de chuvas e ventos (BARELLI, 2013). 
 
Figura 3.1: Disseminação da bactéria causadora do cancro cítrico, Xanthomonas citri subsp. citri. Figura extraída 
e adaptada do manual “Cancro cítrico – Medidas essenciais de controle” (FUNDECITRUS, 2008). 
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Os sintomas característicos do cancro cítrico estão relacionados ao aparecimento 
de lesões necróticas eruptivas levemente salientes, puntiformes, de cor creme ou pardas, que 
se tornam esponjosas e esbranquiçadas com a evolução da doença no hospedeiro, podendo 
ou não ser circundadas por halo amarelo (SCAPIN, 2014) (Figura 3.2) . As condições ideais para 
o desenvolvimento da doença compreendem a faixa de temperatura entre 25 e 30 °C e 
elevado teor de umidade (AMARAL, 2003; BEHLAU, 2006). A invasão dos citros ocorre por 
aberturas naturais, como os estômatos e hidatódios, por ferimentos mecânicos causados 
pelos equipamentos de manejo, por atrito entre partes da própria planta, e até mesmo por 
fissuras causadas pela abrasão de partículas de poeira (GRAHAM et al., 1992).  
A infecção em folhas ocorre até 45 dias após o início do crescimento, e os sintomas 
aparecem de 4 a 7 dias após a inoculação. Frutos podem ser acometidos nos três primeiros 
meses de formação após a queda das pétalas (Figura 3.2). O cancro em si, que é a principal 
manifestação da doença, é causado pela excessiva divisão celular (hiperplasia) no mesófilo 
foliar onde houve a infecção, provocando o rompimento da epiderme e seu surgimento em 
forma de erupção, no meio da lesão (AMARAL, 2003). O Cancro causa danos significativos para 
a planta, como queda dos frutos e desfolha. Quando o estágio da doença é avançado, a 
redução da área foliar devido à desfolha diminui a capacidade fotossintética do organismo 
(BARELLI, 2013; FONSECA, 2012). Além disso, o estresse biótico induz a produção de etileno. 
Isso provoca queda prematura de folhas, frutos e ramos e prejudica a qualidade dos frutos 
remanescentes. Os frutos que caem são descartados pois são inadequados para a 
comercialização in natura quanto para a fabricação de sucos (ATTÍLIO, 2013).  
Anuários estatísticos de 2014 da FAO, Organização das Nações Unidas para a 
Alimentação e a Agricultura, mostram o Brasil como o segundo produtor mundial de frutas 
cítricas, atrás apenas da China (FAO, 2014a, b). A Tabela 3.1 resume os dados de produtividade 
dos cinco primeiros colocados no ranking presente nesses anuários. 
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Figura 3.2: Características gerais do cancro cítrico. (A) Lesões sintomáticas do cancro cítrico em folhas, frutos e ramos. 
(B) Formas de invasão do hospedeiro pela bactéria causadora da doença. Figura extraída e adaptada do manual 
“Cancro cítrico – Medidas essenciais de controle” (FUNDECITRUS, 2008). 
Tabela 3.1: Topo do ranking mundial dos maiores produtores de frutas cítricas em 2011. Tabela adaptada a partir dos 
anuários estatísticos da FAO de 2014 (FAO, 2014a, b). 
País Área Produtividade Produção 
 
Total 
ha (x103) 
2011 
Crescimento 
p.a*. % 
2000-2011 
Total 
hg/ha (x103) 
2011 
Crescimento 
p.a*. % 
2000-2011 
Total 
Crescimento 
p.a*.% 
Ton (x103) 
2010 
Ton (x103) 
2011 
1990- 
2000 
2000- 
2011 
China 2288 5,5 128,7 5,8 26039 29440 6,1 11,6 
Brasil 922,1 -0,5 238,8 0,1 20717,1 22017,6 2,1 -0,3 
USA 328,3 -2,5 326,0 -0,9 9979,0 10703,0 4,7 -3,4 
Índia 756 4,7 98,8 0,2 9638 7464 4,2 4,9 
México 551,4 1,0 129,5 0,4 6912,8 7140,2 6,7 1,5 
 *Anualmente. 
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 Dentre as frutas cítricas cultivadas extensivamente no Brasil, destaca-se a 
laranja. O Brasil detém 57% da produção mundial de suco de laranja (KALAKI; NEVES, 2017). 
Com aproximadamente 490 mil ha plantados, São Paulo é o maior polo citrícola do mundo 
(FUNDECITRUS, 2017; IEA - INSTITUTO DE ECONOMIA AGRÍCOLA, 2017). Certamente os dados 
nacionais do setor de citricultura são notáveis, porém os valores apresentados na Tabela 3.1 
apontam para o Brasil uma tendência de queda nos indicadores desse setor agrícola (área 
plantada, produtividade e produção total). Embora o País ocupe uma posição de vanguarda 
no cultivo de citros, pragas como o cancro cítrico, a clorose variegada dos citros, a morte 
súbita dos citros e o Huanglongbing, mesmo com os avanços tecnológicos, ainda podem 
resultar em inviabilidade econômica dos pomares. 
A primeira constatação da cancrose dos citros no Brasil foi em 1957, no município 
de Presidente Prudente, São Paulo. Atualmente a doença está disseminada por vários estados 
brasileiros, como Mato Grosso do Sul, Paraná, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Minas 
Gerais  (ROSA, 2010). O cancro é classificado pelo governo brasileiro como praga 
quarentenária A2, ou seja está presente no país ou região, sob controle permanente, e 
constitui ameaça à economia agrícola do país ou região importadora exposta (“Agência de 
Informação Embrapa - Pragas Quarentenárias”, 2015). Ainda em 1957 o Governo Brasileiro 
decidiu pela eliminação de plantas contaminadas pelo cancro, como medida de controle dessa 
doença. Atualmente o Brasil ainda adota programas de erradicação com base na eliminação 
de plantas em áreas infestadas pelo patógeno e há carência de métodos alternativos 
eficientes de manejo desta doença (ROSA, 2010). A partir de abril de 2017 entrará em vigor 
no Brasil a Instrução Normativa 37 do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 
que na impossibilidade de adoção das medidas de erradicação, propõe um conjunto de 
práticas integradas de manejo (Sistema de Mitigação de Risco) para reduzir o risco associado 
à praga nos produtos comercializados (FUNDECITRUS, 2016). 
A legislação de manejo sofreu muitas modificações ao longo do final do século XX 
e início do XXI, e alguns eventos históricos merecem destaque. No Estado de São Paulo, entre 
1999 a 2009 a eliminação de todas as plantas dos talhões infestados era obrigatória quando a 
incidência de plantas doentes no talhão fosse superior a 0,5% (ROSA, 2010). A adoção dessa 
metodologia de erradicação rigorosa em 1999 ocorreu em virtude do incremento na 
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incidência e na severidade do cancro cítrico após o aparecimento em 1996 no território 
brasileiro da minadora dos citros. A minadora dos citros (Phyllocnistis citrella) é um inseto que, 
embora não seja considerada vetor da doença, forma galerias no mesófilo foliar durante sua 
fase larval. Isso facilita a penetração de Xanthomonas citri subsp. citri e agrava os danos 
causados por esse patógeno. Durante a década em que essa legislação foi adotada a doença 
não foi erradica, porém foi suprimida a níveis muito baixos (≤ 0,20 % de talhões contaminados) 
(BARELLI, 2013).  
Em 2009, a legislação de erradicação no Estado de São Paulo foi amenizada e 
somente a eliminação das plantas em um raio de 30 m a partir da planta infectada passou a 
ser obrigatória, independente da incidência da doença no talhão. Essa mudança de legislação 
teve impacto negativo imediato na incidência da doença, que subiu para 1,39 % dos talhões 
em 2012, atingindo o maior nível desde a detecção da doença em 1957 (FUNDECITRUS, 2013; 
“Fundecitrus - Levantamentos - Cancro Cítrico”, 2015). Em outubro de 2013 a legislação foi 
novamente modificada pela Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de São 
Paulo. A partir daquele ano, apenas a planta contaminada deveria ser eliminada e as demais 
plantas em um raio de 30 m deveriam ser pulverizadas com cobre metálico a cada brotação 
(“Cancro Cítrico, Xanthomonas citri subsp citri - Fundecitrus”, 2015). Atualmente estima-se 
que o índice de talhões contaminados seja de 9%.  
A alta incidência da doença inviabilizou de tal modo a erradicação de plantas, que 
levou o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento a publicar uma Instrução 
Normativa para modificar o controle do cancro cítrico, permitindo a utilização da prática de 
mitigação de riscos a partir de 2017. A mitigação de risco permitirá ao agricultor manter a 
planta com cancro cítrico, desde que medidas de manejo sejam adotadas. Incluem-se nessas 
medidas a instalação de quebra-ventos, o uso de variedades menos suscetíveis, a 
desinfestação de equipamentos e máquinas, o controle do minador dos citros, e medidas 
fitossanitárias de proteção das plantas. 
3.2 A espécie Xanthomonas citri subsp. citri ou Xanthomonas axonopodis pv. citri 
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), causadora do cancro cítrico, pertence ao filo 
Proteobacteria do domínio Bacteria. Dentro desse filo, está inserida na classe 
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Gammaproteobacteria, o maior subgrupo das proteobactérias, que inclui uma grande 
variedade de tipos fisiológicos. Como as demais proteobactérias, X. citri subsp. citri é Gram-
negativa. Além disso, essa bactéria é também aeróbica estrita, não-esporulante e apresenta 
motilidade por meio de um flagelo polar (monotríquia). Em placas, apresenta coloração 
amarelo-alaranjada, devido ao pigmento xantomonadina ligado à membrana (BÜTTNER; 
BONAS, 2010). Sua condição ótima de sobrevivência é caracterizada por alta umidade e 
temperaturas entre 20 e 39ºC. 
Em 1915, Clara Hasse isolou e provou que uma bactéria em forma de bastonete 
era o agente etiológico do cancro cítrico, doença que estava atacando várias plantações de 
citros na Florida, Texas e Mississipi (HASSE, 1915). Essa bactéria recebeu então a sua primeira 
denominação, Pseudomonas citri. Ao longo do século XX, X. citri subsp. citri sofreu diversas 
mudanças de nomenclatura. Em 1939, Dowson propôs que se chamasse Xanthomonas citri 
[apud  (DOWSON, 1943)], nomeando como “Xanthomonas” bactérias fitopatogênicas 
amarelas que possuíam um único flagelo polar. Em 1978, Young e colaboradores propuseram 
a criação do termo patovar. Essa sugestão deu-se pelo fato de que a maioria das Xanthomonas 
Dowson 1939 diferenciavam-se em relação aos tipos de plantas aos quais eram patogênicas, 
porém era impossível distinguir espécies dentre essas bactérias por testes bacteriológicos in 
vitro. Dessa forma, criou-se o termo Xanthomonas campestris pv. citri para se referir à X. citri 
subsp. citri (YOUNG et al., 1978).  
Com o advento da biologia molecular, em 1995 Vauterin e colaboradores 
publicaram uma ampla revisão taxonômica do genêro Xanthomonas. Esse estudo combinou 
dados de hibridização DNA-DNA com análises fenotípicas previamente publicadas para dividir 
183 linhagens de Xanthomonas em 20 grupos homólogos, considerados espécies genômicas. 
Assim, X. citri subsp. citri passou a ser denominada Xanthomonas axonopodis pv. citri. Esse 
termo ainda é amplamente utilizado na literatura, pois em 2002 o genoma (DA SILVA et al., 
2002) dessa espécie foi publicado utilizando essa denominação (ATTÍLIO, 2013; ROSA, 2010). 
Entretanto, em 2006 essa bactéria sofreu nova reclassificação, passando oficialmente a 
Xanthomonas citri subsp. citri. Esse novo estudo, mais completo, além de dados de 
reassociação DNA-DNA e características fenotípicas, também analisou o sequenciamento de 
regiões espaçadoras intergênicas do rDNA 16S-23S (SCHAAD et al., 2005, 2006).  
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3.3 Aspectos gerais da interação planta-Xanthomonas spp.  
Bactérias do gênero Xanthomonas são capazes de infectar em torno de quatro 
centenas de espécies tanto de monocotiledôneas como de dicotiledôneas causando perdas 
para a agricultura ao redor do planeta em regiões de clima quente e úmido. O sucesso das 
estratégias de infecção e da multiplicação desses patógenos no tecido hospedeiro depende 
da secreção de fatores de virulência como adesinas, polissacarídeos e enzimas de degradação 
de parede celular. A secreção de proteínas destaca-se dentre os fatores imprescindíveis para 
o êxito de bactérias fitopatogênicas. Proteínas secretadas são usadas pelas bactérias para 
aderir e degradar a parede celular da planta, para suprimir respostas de defesa ativadas pela 
invasão e para introduzir o DNA e as proteínas efetoras no citoplasma da célula vegetal 
(BÜTTNER; BONAS, 2010; PRESTON; STUDHOLME; CALDELARI, 2005). 
Ao longo dos anos pesquisadores caracterizaram um vasto número de linhagens 
bacterianas deficientes em virulência e patogenicidade, mutantes knock-out construídos 
utilizando transposons, e frequentemente as deleções com maior efeito na virulência estavam 
relacionadas ao knock-out de proteínas cruciais para os sistemas de secreção. Entretanto, as 
investigações experimentais para descobrir a identidade e o papel de proteínas secretadas na 
patogênese são de difícil execução, pois a maioria dessas proteínas é expressa e secretada 
apenas quando ocorre o contato do patógeno com a planta. As mutações knock-out de 
proteínas individuais por vezes provocam mudanças no fenótipo que não são óbvias, já que a 
patogênese depende em si da ação coletiva de uma ampla variedade de proteínas secretadas 
pelos vários sistemas de secreção bacterianos. Além disso, muitas bactérias patogênicas são 
fastidiosas e recalcitrantes para manipulações genéticas (PRESTON; STUDHOLME; CALDELARI, 
2005).  
As duas membranas das bactérias Gram-negativas representam uma barreira 
dupla entre o citoplasma e o meio externo. Em torno de uma dezena de mecanismos de 
secreção evoluíram para transportar proteínas através dessas membranas (Figura 3.3). As 
funções desempenhadas pelos sistemas de secreção dos tipos II (T2SS) e III (T3SS) em relação 
à patogenicidade em animais e plantas são destacadas pela literatura (BÜTTNER; BONAS, 
2010; JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2005; PRESTON; STUDHOLME; CALDELARI, 2005). 
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O maior sistema de secreção que transporta proteínas enoveladas para o meio 
extracelular é o tipo II. Ele secreta toxinas e proteínas no meio celular como proteases, lipases 
e enzimas de degradação de parede celular que contribuem para a interação planta-patógeno 
– a maioria das proteínas secretadas pelo T2SS estão envolvidas com a degradação de 
diferentes componentes da parede celular. O sistema de secreção do tipo II é importante para 
a virulência de muitas bactérias Gram-negativas fitopatogênicas, incluindo todo o gênero 
Xanthomonas (BÜTTNER; BONAS, 2010).  
O T2SS secreta proteínas enoveladas a partir do periplasma e, então, a secreção 
de proteínas por esse sistema deve ser feita em dois passos. No primeiro, as proteínas são 
translocadas através da membrana citoplasmática usando as vias dependentes de Sec ou Tat 
(twin-arginine), e isso depende do peptídeo sinal contido na proteína (PRESTON; 
STUDHOLME; CALDELARI, 2005). No segundo passo, as proteínas no periplasma são 
secretadas através da membrana externa pelo ramo terminal do T2SS, que compreende um 
conjunto de proteínas codificadas por 12 a 16 genes dependendo do organismo. X. citri subsp. 
citri e X. campestris pv. campestris abrigam em seus genomas dois clusters gênicos completos 
do T2SS, xcs e xps, com os genes individuais designados por letras de A a O e S (BÜTTNER; 
BONAS, 2010; JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2005; SZCZESNY et al., 2010).  
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Figura 3.3: Alguns mecanismos de secreção de proteínas em bactérias Gram-negativas (figura extraída de Preston 
et al. 2005). Os componentes principais de cada sistema de secreção estão ilustrados esquematicamente com 
números arbitrários atribuídos a subunidades de componentes proteicos multiméricos. Três sistemas de 
secreção evoluíram para transportar as proteínas através das duas membranas microbianas de forma unificada: 
tipos I, III e IV. Os sistemas Sec e Tat secretam as proteínas através da membrana interna para o periplasma, de 
onde elas podem ser sequencialmente transportadas para o meio externo utilizando o ramo terminal do sistema 
de secreção do tipo II. 
 
A proteína D é a principal componente do T2SS na membrana externa e é 
considerada uma secretina (ou poro) através da qual os substratos são translocadas para o 
meio externo. A proteína S é uma pequena lipoproteína que também está inserida na 
membrana externa. S estabiliza a proteína D e promove sua inserção na membrana. A proteína 
G é uma prepilina-like que se acredita estar relacionada com a formação de um pseudopilus 
(pilus periplasmático) em conjunto com as demais proteínas do T2SS. De fato, é notável a 
similaridade entre os componentes do T2SS e do pilus do tipo IV, daí as hipóteses que 
acreditam que o pseudopilus serve como um pistão que fornece a força necessária para forçar 
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a extrusão das proteínas a serem secretadas para o espaço extracelular através do poro da 
secretina (BÜTTNER; BONAS, 2010; JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2005; PELICIC, 2008).  
Plantas e patógenos co-evoluíram durante milhões de anos, tempo suficiente para 
que as plantas desenvolvessem ações de defesa a partir da detecção da presença de 
patógenos. Dentre elas, destaca-se a resposta hipersensitiva (HR) com o objetivo de restringir 
o patógeno à região infectada. A HR consiste em provocar propositalmente o colapso do 
tecido vegetal em volta do local da infecção, através de lesões ocasionadas pela morte celular 
programada (LIU et al., 2005). A detecção dos patógenos pode ocorrer tanto por produtos 
endógenos da planta, como a produção de hormônios apenas liberados pelas feridas, quanto 
por sinais químicos específicos contidos nos patógenos, os chamados elicitores (ENKERLI, 
1999). Dessa maneira, os fatores de virulência, como aqueles secretados por T2SS podem 
desencadear respostas de defesa da planta (JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2007).  
Os patógenos então evoluíram um sistema de secreção, o T3SS, ou sistema de 
secreção dependente de contato, que é um sistema de secreção especializado encontrado em 
bactérias patogênicas Gram-negativas que infectam células eucarióticas, tanto plantas quanto 
animais. T3SS injeta proteínas efetoras no citosol da célula hospedeira para manipular 
processos da célula da planta, como mecanismos de defesa basais, em prol do 
desenvolvimento do patógeno (Büttner & Bonas 2010). Por translocar proteínas diretamente 
no citosol da célula infectada, T3SS é protagonista nas interações com a planta hospedeira 
(Preston et al. 2005). Esse sistema é codificado pelo cluster hrp (genes de reação 
hipersensitiva e patogenicidade) no cromossomo bacteriano, que contém mais de 20 genes 
organizados em várias unidades transcricionais. Em X. citri, 24 genes candidatos a efetores 
foram identificados no genoma por análises de bioinformática (BÜTTNER; BONAS, 2010).  
De fato, foi demonstrado por Jha e colaboradores (2007) em X. oryzae que enzimas 
secretadas por T2SS, no caso uma celulase (ClsA), uma celobiosidase putativa (CbsA) e uma 
lipase/esterase (LipA), são importantes para a virulência dessa bactéria contra arroz. Esses 
autores construíram um mutante com o T3SS deletado e provaram que sem a presença desse 
sistema de secreção os fatores de virulência secretados por T2SS, inclusive purificados e 
isolados, induzem as respostas basais de defesa do arroz, como a deposição de calose na 
parede celular. Ou seja, a indução da defesa na planta nesse experimento foi suprimida pelas 
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proteínas efetoras secretadas pelo sistema de secreção do tipo III, mostrando 
complementariedade entre T2SS e T3SS (BÜTTNER; BONAS, 2010; JHA; RAJESHWARI; SONTI, 
2007). 
3.4 Xilanases: enzimas desconstrutoras de hemicelulose  
A cada ano a fotossíntese converte mais de 100 bilhões de toneladas métricas de 
CO2 e H2O em produtos vegetais, como a celulose e a hemicelulose. Esses dois grupos de 
polissacarídeos conjuntamente tornam os carboidratos as biomoléculas mais abundantes do 
planeta, devido principalmente à atividade anabólica que ocorre nas reações de fixação do 
carbono da fotossíntese em plantas (NELSON; COX, 2011). A celulose é um 
homopolissacarídeo linear e não-ramificado, homogêneo, que é formado por resíduos de 
glicose unidos por ligações do tipo β-1,4. As hidroxilas dos resíduos de glicose formam muitas 
ligações de hidrogênio, constituindo o conjunto das fitas uma estrutura cristalina estável e 
insolúvel. 
Por sua vez, as hemiceluloses são heteropolissacarídeos altamente diversificados 
de parede celular de plantas formados por resíduos de açúcares monoméricos, que podem 
ser xilose, manose, galactose ou glicose, unidos por ligações do tipo β na cadeia principal. Em 
gimnospermas predominam as cadeias principais de β-manana, enquanto em dicotiledôneas 
predominam xiloglucanos. Já em monocotiledôneas, os β-xilanos são os principais 
constituintes da hemicelulose (KING et al., 2011). Geralmente a cadeia principal é substituída 
nas posições dos carbonos 2 e 3 por resíduos de açúcares ou outros grupamentos químicos 
(THORSHEIM et al., 2015). Então, o termo xilano agrega diferentes heteropolissarídeos, cuja 
cadeia principal é constituída por resíduos do monossacarídeo xilose. A xilose é um poli-
hidroxialdeído de cinco carbonos (aldopentose) encontrada mais comumente na natureza em 
sua configuração piranosídica (Figura 3.4) (THORSHEIM et al., 2015). A cadeia β-(1-4)-xilano é 
mais flexível que a da β-(1-4)-celulose, porque apenas uma ligação de hidrogênio é formada 
entre os resíduos xilosil adjacentes, enquanto na celulose duas ligações de hidrogênio são 
formadas (DERVILLY-PINEL; THIBAULT; SAULNIER, 2001). 
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Figura 3.4: Diferentes representações da D-xilose. (A) Estrutura aberta. (B) β-D-xilofuranose, projeção de 
Haworth. (C) β-D-xilopiranose, projeção de Haworth. (D) β-D-xilopiranose, conformação em cadeira. Figura 
extraída e adaptada de Thorsheim et al. 2015. 
Conjuntamente, os diferentes tipos de xilanos somam um terço de todo o carbono 
renovável do planeta. Portanto, representam uma fonte substancial de nutrição e muitas 
bactérias são capazes de degradar esse substrato. Esses micro-organismos xilanolíticos são 
encontrados em diversos nichos ecológicos, em regiões de decomposição de matéria orgânica 
de plantas, como solo, ambientes aquáticos e o trato digestivo de animais. Além dos 
decompositores, bactérias fitopatogênicas também apresentam atividade xilanolítica. A 
hidrólise microbiana da parede celular vegetal em seus açúcares constituintes é um dos 
principais mecanismos responsáveis pela utilização do carbono orgânico na biosfera.  
Como consequência de ser o maior constituinte do xilano, a xilose é um dos 
monossacarídeos mais abundantes no planeta. A xilose também é conhecida como açúcar de 
madeira, por ter sido isolada de madeira em 1886. Embora possua essa origem, a xilose 
também é encontrada em estruturas da superfície celular de mamíferos e como componentes 
de matriz extra-celular, principalmente na constituição dos proteoglicanos. Proteoglicanos 
são grandes macromoléculas que consistem em um núcleo protéico decorado por grandes 
cadeias de carboidratos, os glicosaminoglicanos. A adição de uma xilose a um resíduo de 
serina na parte protéica do proteoglicano é a primeira etapa para criar um ponto de 
ramificação a partir do qual o glicosaminoglicano é alongado (THORSHEIM et al., 2015).  
Em bactérias, a xilose participa da constituição de metabólitos secundários 
naturalmente glicosilados, como benanomicinas e pradimicinas (anti-fúngicos), enediynes 
(porção apoprotéica que participa do reconhecimento da fenda menor do DNA e 
aparentemente faz parte de um mecanismo de resistência a auto-sacrifício), indóis 
(precursores de alcalóides), macrolactamas (anti-fúngicos, antibióticos, antivirais) e de alguns 
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lipídeos e peptídeos que também se originam no metabolismo secundário (ELSHAHAWI et al., 
2015). 
Endo-1,4-β-Xilano hidrolases (EC 3.2.1.8), ou somente “xilanases”, são 
protagonistas do repertório de enzimas que degradam a hemicelulose, pois elas catalisam a 
hidrólise das ligações glicosídicas β-1,4 que unem resíduos de xilose da cadeia principal 
produzindo xilo-oligossacarídeos. No xilano, as posições O-2 e/ou O-3 das unidades de xilose 
podem ser substituídas por radicais acetil e arabinofuranosil (Figura 3.5). Além deles, também 
o ácido 4-O-metil-D-glicurônico (4-O-MeGlcA) pode estar ligado à molécula de xilose, 
exclusivamente por meio de ligação do tipo α-1,2. A frequência e a quantidade de 
substituições na molécula de xilose da cadeia principal variam entre as espécies vegetais. Por 
exemplo, o termo arabinoxilano se refere a uma cadeia principal de resíduos de xilose unidos 
por ligações β-(1-4) em que predominantemente substituintes α-L-arabinofuranosil são 
ligados por meio de O-2 e/ou O-3. Vale a pena mencionar ainda sobre a constituição da 
hemicelulose que resíduos de ácido ferúlico podem esterificar os resíduos arabinofuranosil 
em O-5, fazendo ligações cruzadas com a lignina (DODD; CANN, 2009; PELL et al., 2004).  
Dada a diversidade de composição, para a degradação completa do xilano aos seus 
constituintes monoméricos, as unidades laterais arabinofuranosil e acetil devem ser 
removidas do polissacarídeo por arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) e acetil-xilanoesterases 
(EC 3.2.1.72), respectivamente (Figura 3.5). Além disso, α-glicuronidases (EC 3.2.1.139), que 
liberam o 4-O-MeGlcA, atua em xilo-oligossacarídeos em que a xilose da extremidade não-
redutora é decorada com esse ácido (HESPELL; COTTA, 1995; PELL et al., 2004). Por fim, 1,4-
β-xilosidases clivam a extremidade não-redutora de xilo-oligossacarídeos produzindo xilose 
livre. 
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Figura 3.5: Esboço esquemático de um trecho de uma molécula hipotética de xilano e a ação de hidrolases para 
a sacarificação aos monômeros constituintes. A figura ressalta também que os monossacarídeos podem ser 
consumidos após a hidrólise. Na natureza, a hidrólise visa a nutrição do micro-organismo ou a desconstrução da 
parede vegetal para o ataque de patógenos, enquanto a biotecnologia busca hidrolases eficientes para que os 
monossacarídeos possam ser fermentados com alto rendimento, por exemplo, para a produção de bioetanol ou 
outro químico com valor agregado, geralmente ácidos orgânicos e álcoois. Figura extraída e adaptada de Dodd 
& Cann (2009). Em preto estão representados os resíduos de xilose, em vermelho ácido 4-O-metil-D-glicurônico, 
em verde a arabinose, em azul o ácido ferúlico e em roxo o radical acetil. 
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O banco de dados Carbohydrate-Active Enzymes (CAZy database; 
http://www.cazy.org) classifica em famílias de acordo com sequência primária enzimas que 
hidrolisam, sintetizam, e modificam de alguma forma poli- ou oligossacarídeos. A similaridade 
de sequência consequentemente faz com que enzimas da mesma família possuam prováveis 
características bioquímicas e enovelamento típicos de cada grupo. Nessa classificação, 
xilanases são encontradas comumente nos grupos 5, 7, 8, 10, 11, 30 e 43. A grande maioria 
das sequências já caracterizadas está concentrada nas famílias GH10 e GH11. As famílias se 
distinguem por várias propriedades físico-químicas e bioquímicas. Enzimas GH10 se enovelam 
com o dobramento (α/β)8, conhecido também como TIM barril, e tipicamente possuem massa 
molecular em torno de 40 kDa (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). 
A clivagem de ligações glicosídicas por enzimas é realizada por meio de catálise 
ácida e requer dois resíduos de aminoácidos: um doador de prótons e um nucleófilo (base) 
(Figura 3.6). Essa hidrólise ocorre mais comumente por meio de dois mecanismos que são 
diferenciados pela retenção ou pela inversão da configuração do carbono anomérico da 
extremidade redutora do oligossacarídeo produzido (Figura 3.6). Em ambos os mecanismos a 
posição do doador de prótons é idêntica, perto o suficiente para formar uma ligação de 
hidrogênio com o oxigênio glicosídico. Em enzimas que retém a configuração, a base 
nucleofílica da catálise é vizinha do carbono anomérico do açúcar. As enzimas que invertem a 
configuração diferem justamente na distância dessa base, que é mais distante do alvo no 
substrato. Nesse caso, uma molécula de água pode se acomodar no espaço entre o nucleófilo 
e o açúcar (DAVIES; HENRISSAT, 1995; KOSHLAND, 1953).  
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Figura 3.6: Os dois principais mecanismos de hidrólise de ligações glicosídicas. (a) O mecanismo de retenção, em 
que a base B- promove um ataque nucleofílico no carbono anomérico, e em seguida oxigênio da ligação 
glicosídica é protonado pelo catalisador ácido (AH). A glicosil-enzima resultante é hidrolisada por uma molécula 
de água e a segunda substituição nucleofílica no carbono anomérico gera um produto com a mesma 
estereoquímica do substrato. (b) O mecanismo de inversão, em que a protonação do oxigênio glicosídico e a 
partida da aglicona são acompanhados pelo ataque concomitante de uma molécula de água que é ativada pelo 
resíduo básico. Essa etapa única de substituição nucleofílica gera um produto com estereoquímica oposta à do 
substrato (DAVIES; HENRISSAT, 1995).  
As famílias GH10 e GH11 possuem dois resíduos de glutamato que fazem a catálise 
pelo mecanismo de retenção da configuração (Figura 3.7). Na primeira etapa da reação, ocorre 
o ataque nucleofílico de um resíduo de glutamato (base/nucleófilo) ao carbono anomérico. 
Simultaneamente um segundo resíduo de glutamato (ácido/base) protona o oxigênio da 
ligação glicosídica e então é formado o estado de transição que resulta na partida do produto 
da extremidade redutora e na formação de uma enzima glicosilada intermediária (glicosil-
enzima). Na segunda etapa, o resíduo de glutamato que provocou a protonação do oxigênio 
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da ligação glicosídica age como uma base promovendo um ataque nucleofílico para retirar um 
próton de molécula de água, que então ataca o carbono anomérico da glicosil-enzima 
intermediária. Dessa forma uma segunda substituição nucleofílica ocorre originando um 
produto de configuração β, a mesma do substrato (PAËS; BERRIN; BEAUGRAND, 2012).  
 
Figura 3.7: Mecanismo detalhado de retenção da configuração para hidrólise de uma ligação covalente O-
glicosídica. A glicosil-enzima resultante (Intermediário) é hidrolisada por uma molécula de água e a segunda 
substituição nucleofílica no carbono anomérico gera um produto com estereoquímica idêntica àquela do 
substrato. Adaptação de Paës et al. (2012). Reproduzido (HOFFMAM, 2013). 
As famílias GH10 e GH11 se diferenciam também fundamentalmente na 
quantidade de sub-sítios que possuem para se ligar ao substrato e em quais deles são capazes 
de acomodar resíduos de xilose com substituições. A família GH11 apenas hidrolisa regiões 
não decoradas da molécula de xilano, enquanto as enzimas da família GH10 possuem 
arquiteturas diferenciadas no sítio ativo que permitem acomodar substituições na cadeia 
principal. Por exemplo, a xilanase GH10 Xyn10B de Cellvibrio mixtus é capaz de hidrolisar de 
modo eficiente moléculas de xilano decoradas. Os resíduos de xilose dos sub-sítios +4, +3, +1 
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e -3 permitem a acomodação de 4-O-MeGlcA, por meio da exposição ao solvente do grupo O-
2 da xilose (Figura 3.8). Além disso, o ácido urônico realiza ligações de hidrogênio e interações 
hidrofóbicas com a enzima no sub-sítio +1, indicando que os resíduos decorados são alvo 
desse sub-sítio. Grupamentos arabinosil são acomodados pelo sub-sítio -2 (PELL et al., 2004).  
Enzimas da família GH11 por sua vez, são capazes de acomodar substituições apenas a partir 
do sub-sítio +2 (DODD; CANN, 2009). 
 
Figura 3.8: Explicação da nomenclatura para sub-sítios de ligação ao carboidrato em glicosídeo hidrolases. Por 
convenção a extremidade não-redutora do substrato é desenhada à esquerda e à direita é desenhada a 
extremidade redutora. Esse sistema numera os resíduos de açúcares de –n a +n a partir da extremidade não-
redutora do polissacarídeo, com a clivagem ocorrendo na ligação entre os sub-sítios -1 e +1. A clivagem no 
desenho é indica pela seta. Oligossacarídeos de diferentes tamanhos e clivagem em diferentes pontos é ilustrada 
para tornar clara a numeração. Essa nomenclatura foi proposta em 1997 por Gideon Davies, Keith Wilson e 
Bernard Henrissat, com o objetivo de unificar a nomenclatura entre enzimologistas e cristalógrafos, de modo a 
permitir a comparação entre diferentes enzimas. Figura adaptada de (DAVIES; WILSON; HENRISSAT, 1997).  
3.5 Xilanases: a interação planta-patógeno  
Não há razão mais contundente que justifica o estudo de enzimas degradadoras 
de polissacarídeos provenientes de micro-organismos fitopatogênicos do que o fato de todos 
os representantes desse grupo secretarem tais enzimas. Essas enzimas são universalmente 
produzidas por patógenos em grande e diverso número de especificidades, para clivar cada 
uma das ligações glicosídicas existentes em polissacarídeos como celulose, xilano e pectina. 
 Os patógenos secretam seu arsenal de enzimas de degradação inclusive durante 
os estágios iniciais do processo de infecção (ALBERSHEIM; JONES; ENGLISH, 1969). A digestão 
da parede celular por patógenos serve a múltiplos propósitos. Isso pode tanto aumentar 
habilidade dos patógenos de penetrar no tecido vegetal quanto liberar nutrientes durante a 
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colonização das plantas (DÉJEAN et al., 2013). Adicionalmente, foi reportado que a 
degradação da celulose e da hemicelulose pode capacitar bactérias limitadas ao xilema, como 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, de se mover de uma célula para outra fazendo espalhamento 
radial no hospedeiro (HU, JUN; QIAN; HE, 2007). 
Endo-β-1,4-xilanases fúngicas foram caracterizadas quanto à sua capacidade de 
estimular reações de defesa em tomate e tabaco. Quando aplicadas nas folhas de tabaco ou 
tomate, xilanases induzem a biossíntese de etileno, a produção de fitoalexinas e de proteínas 
relacionadas à necrose e morte celular (HR). As células vegetais reconhecem a presença de 
xilanases tanto diretamente, utilizando receptores para essas proteínas, quanto 
indiretamente, detectando os fragmentos de parede celular gerados pela atividade enzimática 
– os oligossacarídeos.  
Enkerli e colaboradores (1999) mostraram para a xilanase II de Trichoderma reesei 
que a atividade dessa enzima não é responsável pela sua capacidade de ativar a resposta 
imune em tomate. Nesse trabalho, os autores provocaram a mutação dirigida do sítio ativo 
substituindo o resíduo de ácido glutâmico fundamental para a catálise. Mesmo com drástica 
redução da atividade xilanolítica, a enzima mutante ativou tanto a resposta de defesa do 
tomate quanto à tipo selvagem (ENKERLI, 1999).  
Hanania & Avni demonstraram que existe um receptor na membrana plasmática 
de células de tabaco (Nicotiana tabacum cv. xanthi) que se liga à xilanase de Trichoderma 
viride causadora de necrose hipersensitiva nessa planta (HANANIA; AVNI, 1997). O mesmo 
grupo de pesquisa (FURMAN-MATARASSO et al., 1999) também demonstrou  que a atividade 
de hidrólise dessa enzima não é necessária para desencadear a resposta imune, utilizando 
uma estratégia experimental análoga à de Enkerli et al. (1999).  
Em relação aos produtos da atividade enzimática, Palva e colaboradores (1992) 
estudaram o papel das enzimas pécticas de Erwinia carotovora subsp. carotovora na infecção 
de tabaco por esse patógeno. Os autores demonstraram que tanto as enzimas, quanto 
extratos de polipectato de sódio tratados previamente com uma endopoligalacturonase 
(oligossacarídeos pécticos), eram capazes de aumentar os níveis de expressão mRNA de genes 
ligados à resposta de defesa da planta (PALVA et al., 1993). 
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Déjean e colaboradores (2013) realizaram estudos funcionais e genômicos visando 
a caraterização do arsenal de genes envolvidos com a utilização de xilano e xilose em X. 
campestris pv. campestris (Xcc). O sistema xilanolítico de X. campestris pv. campestris 
compreende os loci xytA, xytB e xylR que contém enzimas para a degradação de xilano, 
metabolismo de xilose e ácido glicurônico, bem como transportadores de membrana interna 
e externa. Enzimas que compõem esse sistema são requeridas para a sobrevivência desse 
patógeno nas folhas das plantas. Dentre as três xilanases de X. campestris pv. campestris (duas 
da família GH10 e uma GH30), XYN10A que está localizada no locus xytB é responsável pela 
atividade xilanolítica extracelular detectável. Esses autores não detectaram atividade 
xilanolítica extracelular associada à XYN10C ou à XYN30A, embora essas duas enzimas 
também possuam peptídeos sinais para secreção. Genes desses loci foram especificamente 
induzidos por xilo-oligossacarídeos e reprimidos por XylR, um regulador da família LacI. 
Todas as bactérias do gênero Xanthomonas possuem genes ortólogos que 
codificam enzimas da família GH10, embora com diferente número de cópias e organização. 
Desse modo, pode-se dividir esse gênero em três grupos. No primeiro, estão incluídas 
Xanthomonas citri subsp. citri str. 306, X. campestris pv. vesicatoria e X. perforans, que 
possuem três genes da família GH10 em um único operon (xyn10A, xyn10B e xyn10C). No 
segundo grupo estão X. campestris pv. campestris, X. vesicatoria e X. gardneri, que possuem 
dois genes dos três anteriormente relatados (xyn10A e xyn10C). O terceiro grupo inclui X. 
oryzae pv. oryzae, em que um conjunto diferente de duas xilanases está presente (xyn10A e 
xyn10B) (CHOW et al., 2015). 
Embora a importância de hidrolases glicosídicas para a interação planta-patógeno 
tenha sido amplamente demonstrada, os mecanismos moleculares dessa interação são 
elusivos. Do ponto de vista biológico, as enzimas de fitopatógenos constituem uma grande 
fonte de bioprospecção pouco explorada e promissora, com potencial já demonstrado, como 
exemplificado para fungos fitopatogênicos (KING et al., 2011). 
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4 – METODOLOGIA 
4.1 Clonagem, mutagênese e produção das proteínas 
O DNA genômico de Xanthomonas citri subsp. citri str. 306 foi gentilmente doado 
pelo Prof. Dr. Celso Eduardo Benedetti que integra o quadro do Laboratório Nacional de 
Biociências (CNPEM/ Campinas, São Paulo). Os genes xynA e xynB foram amplificados do DNA 
genômico de X. citris subsp. citri e seguiu-se as etapas padrões para clonagem em vetor de 
expressão (HOFFMAM, 2013; SAMBROOK; RUSSELL, 2001), com o auxílio dos primers 
descritos na Tabela 4.1. 
Tabela 4.1: Sequência dos primers construídos para a amplificação dos genes xynA e xynB a partir do DNA 
genômico de Xanthomonas citri subsp. citri str. 306, e para a construção do mutante L270R. 
Primer Sequência 
xynA F 5’- CATATGGCCGCATGCGGGACGCCC -3’ 
xynA R 5’- CTCGAGTTAAGCGGTCGCGGAGGGCACC -3’ 
xynB F 5’- CATATG GCACCACTGGCAGCGAC -3’ 
xynB R 5’- CTCGAGTCATGGCGCAGGTGTACCGG -3’ 
xynA L270R F 5'-CGATGTGTTGCCGCGCACCAAGGAAGGCC-3' 
xynA L270R R 5'-GGCCTTCCTTGGTGCGCGGCAACACATCG-3' 
 
Os genes foram clonados no vetor pGEM®-T (Promega, Madison, WI) e após 
confirmação da sequência os fragmentos foram digeridos e sub-clonados em vetor de 
expressão pET-28a(+) – Novagen (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). Duas versões 
mutadas da proteína XynA foram obtidas: a proteína mutada XynA Leu270Arg (L270R) e a 
proteína XynA quimérica. A modificação no gene xynA para originar a proteína com a mutação 
pontual Leu270Arg (L270R) foi obtida pela técnica de mutagênese sítio dirigida in vitro 
utilizando o QuickChange kit (Stratagene, La Jolla, CA), seguindo as recomendações do 
fabricante (Tabela 4.1). Já a XynA quimérica, em que a sequência de 26 resíduos de 
aminoácidos 275TKEGQIIGTGMAHKQFQLPEFKRFL300 da XynA nativa foi substituída pela 
construção SVWNLPTAEVSTRFEYKPER, foi sintetizada pela empresa GenScript (Piscataway, 
NJ). A sequência que substitui a região nativa de XynA foi selecionada em uma xilanase 
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genuína disponível em nosso laboratório - a proteína original pode ser acessada no GenBank 
(GenBank: AGS42204.1). XynA, XynB e proteínas mutadas foram expressas em células de 
Escherichia coli BL21(DE3) transformadas com o plasmídeo pRARE2, além do plasmídeo 
pET28a contendo a sequência codificadora da proteína correspondente. A indução da 
expressão ocorreu após a densidade óptica do cultivo celular atingir absorvância a 600 nm 
igual a 0,6, com a adição de 0,5 mM de IPTG (isopropil-β-D-galactosídeo), overnight a 30 ⁰C. 
As células foram então centrifugadas por 20 min a 7000 x g e o precipitado de células foi 
ressuspendido em tampão de lise (20 mM de fosfato de sódio pH 7,5, NaCl 500 mM, imidazol 
5 mM, PMSF 1mM e 5 mM de benzamidina), contendo 80 µg/mL de lisozima. A lise procedeu 
em gelo durante 30 min e, após esse tempo, as células foram submetidas à sonicação para 
liberar o conteúdo celular. O lisado foi novamente centrifugado a 16000 x g por 30 min e as 
proteínas-alvo presentes no sobrenadante foram purificadas por cromatografia de afinidade 
em coluna de níquel-sepharose seguida de cromatografia de exclusão molecular. Na 
cromatografia de afinidade foi utilizada uma coluna HiTrap Chelating HP de 5 mL (GE 
Healthcare, Little Chalfont, UK) carregada com Ni2+ acoplada ao sistema Äkta purifier (GE 
Healthcare, Little Chalfont, UK). Foi utilizado gradiente não-linear de imidazol (0 - 0,5 M) para 
eluir as proteínas. As frações eluídas foram analisadas por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970), 
concentradas por filtração e submetidas à cromatografia de exclusão molecular. A exclusão 
prosseguiu em coluna Superdex HiLoad 16/600 (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) em tampão 
fosfato de sódio 20 mM pH 7,5 150 mM de NaCl, novamente acoplada ao sistema Äkta. A 
homogeneidade da solução obtida de proteína foi avaliada por SDS-PAGE e, quando 
necessário, por espalhamento dinâmico de luz (DLS). 
4.2 Ensaios enzimáticos 
Os testes de atividade enzimática que serão descritos a seguir foram feitos em 
reações avolumadas para 100 µL, combinando nesse volume as quantidades necessárias de 
tampão, enzima, substrato e outros modificadores da atividade enzimática, quando 
necessário. Após incubar a reação por tempo e temperatura apropriados, adicionou-se 100 µL 
do reagente de DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) (MILLER, 1959). Essa mistura foi então 
aquecida a 95 ⁰C, por 5 min. Alíquotas de 100 µL foram retiradas para leitura da absorvância 
a 540 nm. A quantidade de açúcares foi estimada com base em uma curva padrão construída 
com xilose (BAILEY; BIELY; POUTANEN, 1992). Uma unidade de atividade enzimática (U) foi 
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definida como a quantidade de enzima necessária para liberar na reação 1 µmol de xilose por 
minuto. 
Os ensaios de atividade foram feitos a 35 ⁰C em tampão fosfato de sódio 40 mM 
pH 6,0 para XynA e mutantes (L270R e quimera). Para XynB, foi utilizado o tampão MES (ácido 
2-N-morfolinoetanossulfônico) 40 mM pH 6,0, em ensaios conduzidos também a 35 ⁰C. As 
curvas de temperatura foram conduzidas nos tampões mencionados, variando-se a 
temperatura de incubação da reação entre 5 e 60 ⁰C. Exclusivamente nos ensaios de curva de 
pH, foi utilizado o tampão fosfato-citrato 0,1 M adicionado de glicina 0,1 M com o pH corrigido 
para o valor testado na faixa entre 2,0 e 10,0. A atividade das enzimas foi testada nos seguintes 
substratos: xilano beechwood (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), arabinoxilano rye (Megazyme, 
Co. Wiclow, IE), arabinoxilano wheat (Megazyme, Co. Wiclow, IE), arabinogalactano larch 
(Megazyme, Co. Wiclow, IE), arabinana sugar beet (Megazyme, Co. Wiclow, IE), lichenano 
(Megazyme, Co. Wiclow, IE), xiloglucano (Megazyme, Co. Wiclow, IE), goma xantana (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), manana (Megazyme, Co. Wiclow, IE), laminarina (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO), β-glucano (Megazyme, Co. Wiclow, IE) e carboximetilcelulose (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO).  
A influência do íon cálcio na atividade de XynB foi testada pela incubação em 1 
mM de EDTA. Para testar a restauração da atividade com a presença de Ca2+, a enzima foi 
incubada em 1 mM de EDTA e adicionada na reação contendo 10 mM de CaCl2. Os parâmetros 
cinéticos aparentes KM e VMAX foram calculados medindo-se a atividade em xilano beechwood 
na faixa de concentração de 0,25 a 24 mg/mL de substrato na reação. Os dados coletados 
foram calculados por meio da regressão não-linear de Michaelis-Menten, utilizando o 
programa GraphPad Prism 5. A XynA L270R, a XynA quimérica e XynB foram utilizadas nas 
reações nas seguintes concentrações finais: 20; 1,0 e 2,5 ng/µL. 
4.3 Análises de carboidratos  
Os produtos da reação de hidrólise de xilano beechwood (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO) e xilohexaose (Megazyme, Co. Wiclow, IE) foram identificados por eletroforese capilar 
de carboidratos acoplada à fluorescência induzida por laser (CE-LIF). Para tanto, os 
carboidratos foram derivatizados com ácido 8-aminopyreno-1,3,6-trisulfonic (APTS) 
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(EVANGELISTA; LIU; CHEN, 1995). Os experimentos de CE-LIF foram realizados em um 
aparelho P/ACE MDQ configurado com um sistema de detecção de fluorescência induzida por 
laser (Beckman Coulter, Brea, CA). O capilar foi condicionado com fosfato de sódio 100 mM 
pH 2,5 e as amostras foram injetadas aplicando-se a pressão de 0,5 psi por 5 s. As condições 
da eletroforese foram 20 kV/70-100 mA com polaridade reversa em temperatura controlada 
a 25 ⁰C. Os oligossacarídeos marcados com APTS foram excitados a 488 nm e a emissão foi 
coletada através de um filtro de 520 nm. Os picos resultantes foram identificados pela 
comparação com padrões de xilose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e xilooligossacarídeos 
(Megazyme, Co. Wiclow, IE).  
A análise quantitativa de carboidratos foi feita em cromatografia líquida de alta 
performance (HPLC) em coluna de troca aniônica (HPAEC), utilizando um equipamento Dionex 
ICS-3000 com um detector amperométrico pulsado e uma coluna CarboPac PA1 (4 x 250 mm). 
As amostras foram submetidas a uma taxa de vazão de 0,5 mL/min usando um gradiente de 
0-500 mM de acetato de sódio em 100 mM de NaOH. Os picos eluídos foram comparados com 
o tempo de retenção e a concentrações de soluções preparadas com padrões de xilose (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) e xilooligossacarídeos (Megazyme, Co. Wiclow, IE).  
4.4 Experimentos de espectroscopia e calorimetria 
Espectros de dicroísmo circular no UV-distante foram coletados com o 
espectropolarímetro Jasco J-815 (Jasco International Co. Ltd., Tokyo, Japan). Amostras foram 
diluídas para a concentração de 10 µM em tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,5 (XynA, XynA 
L270R e XynA quimérica) ou em tampão cacodilato de sódio 20 mM pH 6,5 (XynB). 
Experimentos de desnaturação foram monitorados em 220 nm. Para os experimentos de 
desnaturação térmica, a amostra foi aquecida 1ºC/ min de 20 a 90ºC.  
Medidas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram feitas em um 
microcalorímetro VP-DSC (MicroCal) usando uma taxa de aquecimento de 1ºC/min em 
temperaturas de 20 a 90ºC. A concentração de proteína foi variada de 1,0 a 2,0 mg/mL para 
XynA, XynB e mutantes. XynB foi analisada na presença de 5 mM de EDTA ou com 20 mM de 
CaCl2 para estudar o efeito dos íons Ca2+ na estabilidade da proteína. Os termogramas obtidos 
para cada amostra foram analisados subtraindo-se a medida do tampão e normalizando-se 
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pela concentração utilizada. O dado final foi então ajustado por regressão não-linear 
utilizando o método dos mínimos quadrados onde o pico da endotérmica significa o valor de 
Tm, temperatura de transição.  
Os experimentos de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) para XynB com íons 
Ca2+ foram realizados em um microcalorímetro VP-ITC a 20ºC. A amostra de proteína foi 
extensivamente dialisada em tampão cacodilato de sódio 20 mM pH 6,5 e sua concentração 
foi ajustada para 100 µM. A solução do ligante foi preparada na concentração final de 1 mM 
no tampão de diálise. A constante de afinidade (Ka) foi estimada do melhor ajuste (um sítio 
de ligação) da curva de titulação utilizando o programa NITPIC (KELLER et al., 2012). 
4.5 Espalhamento de raios X a baixos ângulos (SAXS) 
Coletas e análises de dados de SAXS foram feitas para determinar o estado e o 
arranjo oligomérico das proteínas em solução. As medidas de SAXS foram coletadas com as 
proteínas em diferentes concentrações (2, 4 e 6 mg/mL) em tampão Tris-HCl 20 mM pH 7,5. 
Os dados foram obtidos nas linhas de luz síncrotron SAXS1 e SAXS2 no Laboratório Nacional 
de Luz Síncrotron (LNLS, Campinas, Brasil). Os padrões de SAXS foram integrados utilizando o 
programa Fit2D. Os dados foram analisados utilizando o programa GNOM (SVERGUN, D I, 
1992). Os envelopes moleculares foram calculados utilizando os dados experimentais de SAXS 
no programa DAMMIN (SVERGUN, D I, 1999). Um mínimo de dez corridas independentes 
utilizando a modelagem ab initio originaram modelos de envelope muito similares (valores 
discrepância espacial normalizada – NSD ˂ 1). O modelo geométrico médio desses envelopes 
foi então calculado utilizando o pacote DAMAVER (VOLKOV; SVERGUN, 2003). As curvas de 
espalhamento teóricas das estruturas cristalográficas foram calculadas e comparadas com as 
curvas experimentais de SAXS utilizando o programa CRYSOL (SVERGUN, D.; BARBERATO; 
KOCH, 1995). As estruturas cristalográficas foram modeladas dentro dos envelopes de SAXS 
correspondentes utilizando o programa SUPCOMB (KOZIN; SVERGUN, 2001).  
4.6 Cristalografia de raios X 
As proteínas foram cristalizadas pelo método de difusão de vapor em gota sentada 
utilizando as instalações automatizadas de cristalização de macromoléculas do LNBio-CNPEM. 
XynA foi cristalizada em dois diferentes grupos espaciais, P21 e P43212, usando as seguintes 
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soluções: tris-HCl 0,1 M pH 8,0 com 12% (m/v) de polietilenoglicol 6000 e tris-HCl 0,1 M pH 
9,0 com 6% (m/v) de polietilenoglicol 6000 e 5% (v/v) de glicerol (v/v), respectivamente. Os 
cristais de XynB foram obtidos em uma solução composta por 50 mM de fosfato monobásico 
de potássio e 14% (v/v) de polietilenoglicol 8000. A derivatização de XynB com iodo foi 
preparada submergindo um cristal único em uma solução contendo 20% (v/v) de glicerol e 
500 mM de cloreto de iodo por 1 min. Os complexos de XynB com xilose, xilobiose e xilotriose 
foram preparados submergindo os cristais na solução mãe em que foram obtidos adicionada 
de 10 mM do respectivo xilooligossacarídeo (Megazyme, Co. Wiclow, IE) durante 30 min. As 
intensidades das difrações foram coletadas com o auxílio de detector CCD (MarMosaic225) na 
linha de lux MX2 (LNLS, Campinas, Brasil). A análise dos padrões de difração e a obtenção das 
estruturas cristalográficas foi feita em colaboração com a Dra. Camila R. Santos. 
4.7 Hidrólise de licor rico em xilo-oligossacarídeos 
A fim de testar a performance das enzimas estudadas neste trabalho em um 
substrato de real interesse biotecnológico, optou-se por fazer testes de hidrólise do licor rico 
em xilo-oligossacarídeos proveniente do pré-tratamento hidrotérmico da cana-de-açúcar. 
Para tanto, foi executado um delineamento composto central rotacional (DCCR) seguindo a 
metodologia da superfície de resposta, para XynA quimérica e XynB. As variáveis 
independentes analisadas foram concentração de xilo-oligossacarídeos (g/L) (k=1) e 
concentração de enzima (mg/mL) (k=2) com três pontos centrais totalizando 11 ensaios 
(Tabela 4.2). Para predizer o ponto ótimo, uma função polinomial foi ajustada com os 
resultados experimentais obtidos: 
Y = b0+ b1X1 + b2X2+ b12X1X2 +b11X12+b22X22 
onde Y é a resposta predita (concentração de xilose); X1 e X2 são as formas codificadas das 
variáveis analisadas (concentração de xilo-oligossacarídeos e concentração de enzima, 
respectivamente); b0 é uma constante; b1 e b2 são os coeficientes lineares; b12 é o coeficiente 
de interação entre as variáveis independentes; b11 e  b22  são os coeficientes quadráticos. Os 
ensaios foram avolumados para o total de 1 mL e a reação procedeu em pH 6,0 incubando-
se os microtubos de ensaio em um Eppendorff Thermomixer® Comfort a 35 ºC por 24 horas, 
sob agitação constante de 700 rpm. Após o período de incubação as amostras foram 
aquecidas a 80 ºC por 20 minutos para a inativação térmica das enzimas e então a xilose 
liberada foi quantificada por HPLC, conforme descrito previamente no item 4.3. As análises 
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relacionadas com essa metodologia foram executadas utilizando o software STATISTICA 
(versão 8.0/ Statsoft). Vale a pena mencionar que como o objetivo desse teste era quantificar 
xilose monomérica, além das xilanases testadas foi também adicionada em proporção de 1:1 
em cada um dos ensaios uma β-xilosidase purificada, a Xyl455 de Sphingobacterium sp. 
HP455. O licor de xilo-oligossacarídeos utilizado neste trabalho, originado do tratamento 
hidrotérmico do bagaço da cana-de-açúcar, foi gentilmente cedido pela pesquisadora Dra. 
Sarita C. Rabelo, do grupo de estudos de pré-tratamentos físico-químicos do CTBE 
(Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol). 
 
Tabela 4.2: Desenho experimental para otimização da hidrólise enzimática do licor de xilo-oligossacarídeos. Os 
valores codificados do modelo estão indicados em parênteses. 
Ensaio Xilo-oligossacarídeos (g/L) 
Enzima XynA quimérica ou 
XynB (mg/mL) 
1 4,5 (-1) 0,3 (-1) 
2 25,8 (1) 0,3 (-1) 
3 4,5 (-1) 1,7 (1) 
4 25,8 (1) 1,7 (1) 
5 1 (-1,41) 1 (0) 
6 30 (1,41) 1 (0) 
7 15,5 (0) 0 (-1,41) 
8 15,5 (0) 2 (1,41) 
9 15,5 (0) 1 (0) 
10 15,5 (0) 1 (0) 
11 15,5 (0) 1 (0) 
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5 – RESULTADOS 
5.1 XynA possui atividade de exo-oligoxilanase e produz xilose 
A XynA de X. citri subsp. citri exibe similaridade de sequência significativa com 
endo-β-1,4-xilanases pertencentes à família GH10 bem caracterizadas na literatura como a 
CmXyn10B de Cellvibrio mixtus (PDBID: 1UQY; 45%) (PELL et al., 2004) a IXT6 de Bacillus 
stearothermophilus (PDBID: 2Q8X; 40%) (SOLOMON et al., 2007) e a PbXyn10B de 
Paenibacillus barcinonesis (PDBID: 3EMC; 39%) (GALLARDO et al., 2010). Entretanto, em testes 
enzimáticos XynA não foi capaz de hidrolisar xilano (Figura 5.1), sugerindo que essa enzima 
não é uma xilanase convencional.  Em estudos de mutantes pertencentes às espécies X. 
campestris pv. campestris (DÉJEAN et al., 2013) e X. oryzae pv. oryzae (RAJESHWARI; JHA; 
SONTI, 2005), a deleção do gene codificador da XynA resultou em atividade xilanolítica 
inalterada em relação ao tipo selvagem, sugerindo que em outras espécies de Xanthomonas 
genes órtologos ao codificador da XynA não são responsáveis pela atividade xilanásica.  
 
Figura 5.1: Atividade específica de XynA comparada com a própria xilanase canônica de X. citri subsp. citri (a 
atividade de XynB será discutida a seguir nesse trabalho).  Essa reação foi feita utilizando xilano beechwood e a 
atividade apresentada foi calculada em termos de equivalentes de açúcares redutores totais, utilizando o método 
de DNS (BAILEY; BIELY; POUTANEN, 1992; MILLER, 1959). 
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Entretanto, em testes de eletroforese capilar de carboidratos, essa enzima 
mostrou-se capaz de hidrolisar xilohexaose e xilo-oligossacarídeos (Figura 5.2). Nota-se que 
os principais produtos da hidrólise de X6 são xilopentaose (X5) e xilose. Esse padrão é 
diferente do resultado de endo-xilanases tradicionais, das quais se espera majoritariamente 
xilobiose, xilotriose e xilotetraose como produtos de reação (DIOGO et al., 2015; HOFFMAM, 
2013; SANTOS et al., 2010). A presença de xilopentaose e xilose sugere atividade de exo-
xilanase para essa enzima. Além disso, a complementação da atividade de XynB com a XynA 
aumentou em 50% a produção de xilose (Figura 5.3) e isso corrobora a hipótese de XynA 
produzir xilose a partir de xilo-oligossacarídeos com atividade exo e não ser uma endo-xilanase 
como sugere a análise de sua sequência primária. 
 
Figura 5.2: Eletroforese capilar de carboidratos (CE-LIF) para os produtos de hidrólise de xilohexaose por XynA. 
A reação de hidrólise foi conduzida em tampão fosfato de sódio 40 mM pH 6,5 com a enzima a 0,02 mg/mL e 8 
mM de xilohexaose. Após a reação a marcação dos produtos com APTS seguiu conforme descrito previamente 
na metodologia (Item 4.3). 
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Figura 5.3: Xilose produzida a partir da hidrólise de xilano beechwood 3% utilizando XynB apenas (curva azul) ou 
XynB complementada com XynA (curva vermelha). XynA não produz xilose quantificável nas mesmas condições 
desse experimento (a partir de xilano).  A xilose apresentada nesse resultado foi quantificada por meio de HPLC. 
As reações de hidrólise foram feitas em tampão fosfato de sódio 40 mM pH 6,5 a 35ºC com as enzimas na 
concentração de 0,02 mg/mL. 
Com o objetivo de esclarecer as bases moleculares de XynA que são responsáveis 
por essa notável incapacidade de hidrolisar xilano beechwood, estudos da estrutura 
tridimensional dessa enzima foram feitos utilizando as técnicas: difração de raios X para 
determinar a estrutura cristalográfica, espalhamento de raios X a baixos ângulos (SAXS), que 
determina o envelope da proteína em solução, e espalhamento dinâmico de luz (DLS), que 
mede o tamanho e a distribuição do tamanho de moléculas em solução. Tanto nos cristais 
difratados quanto em solução, os resultados obtidos mostraram que XynA possui uma 
estrutura dimérica estável em sua forma nativa (Figuras 5.4 e 5.5).  
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Figura 5.4: Estrutura do dímero da XynA. Diferentes pontos de vista são apresentados para destacar as interações 
hidrofóbicas e eletrostáticas que são responsáveis pela dimerização. Os sítios ativos são indicados pelas setas.  
 
Figura 5.5: Análise de SAXS da XynA. (A) Curva de espalhamento experimental e curva calculada teórica para o 
dímero resolvido por cristalografia. (B) O dímero obtido por cristalografia montado dentro do envelope de baixa 
resolução fornecido pelo SAXS.  
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Essa configuração quaternária é estabilizada por uma alça que conecta os 
elementos topológicos β7 e α7, o loop VLPLTKEGQIIGTGMAHKQFQLPEFKRFLDPYR DGLPAD, 
que é trocado entre as duas subunidades e estabelece interações iônicas e hidrofóbicas entre 
elas (Figura 5.6). Um conjunto de três resíduos aromáticos (Phe286, Phe291 e Phe294) forma 
o núcleo hidrofóbico da interface, enquanto as interações eletrostáticas estão presentes na 
região exposta ao solvente (Glu290-Arg204, Asp158-Lys284 e Glu273-Arg293) (Figura 5.4). O 
alinhamento com outras sequências mostra que todos os resíduos de aminoácidos 
considerados relevantes para a catálise e o reconhecimento do substrato são conservados em 
XynA, com exceção do loop β7-α7 que é observado apenas nos ortólogos de XynA 
pertencentes ao gênero Xanthomonas (Figura 5.6). O formato arquitetural em U do dímero 
com os sítios ativos de ambas subunidades frente a frente implica em uma barreira física na 
região aglicona pelo loop β7-α7 (Figuras 5.4 e 5.7A). 
 
 
Figura 5.6: Arquitetura e composição em aminoácidos da alça α7-β7 de enzimas GH10 com estruturas já 
caracterizadas. XynA (PDBID: 4PMV, neste trabalho), CmXyn10B (PDBID: 1UQY) (PELL et al., 2004), IXT6 (PDBID: 
2Q8X) (SOLOMON et al., 2007), PbXyn10A (PDBID: 3EMC) (GALLARDO et al., 2010), TpXyl10B (PDBID: 3NIY) 
(SANTOS et al., 2010) e XynB (PDBID: 4PMX, neste trabalho). 
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A comparação estrutural de XynA com outras xilanases da família GH10 
complexadas com xilo-oligossacarídeos revela que os subsítios -2, -1 e +1 são altamente 
conservados nesse grupo de enzimas (Figura 5.7). Entretanto, na XynA o loop β7-α7 obstrui os 
sub-sítios positivos remanescentes. O sub-sítio +2 é totalmente bloqueado pois um resíduo 
de glutamina ocupa a posição do monômero glicosil (Figura 5.7C). Já os sub-sítios +3 e +4 são 
preenchidos pela cadeia principal do loop β7-α7 da outra subunidade da estrutura quaternária 
(Figuras 5.7A e 5.7C).  
 
Figura 5.7: A alça de dimerização (loop β7-α7) bloqueia o sub-sítio +2 de XynA. Potencial eletrostático da 
superfície de XynA (A) e XynB (B). (C) O resíduo Q260, presente no loop β7-α7, provavelmente participa no 
reconhecimento do resíduo xilosil no sub-sítio +1 de XynA. Os xilo-oligossacarídeos mostrados foram modelados 
no sítio ativo de XynA (A e C) e XynB (B) baseando-se na estrutura de CmXyn10B (PDBID: 1UQY) (PELL et al., 
2004). 
A estrutura dimérica com os sub-sítios positivos obstruídos juntamente com a 
caracterização do padrão de clivagem sugerem que XynA libera xilose a partir do terminal 
redutor do polissacarídeo. Até então esse modo de ação foi observado apenas para uma 
enzima GH8 (Rex) de Bacillus halodurans C-125 (HONDA; KITAOKA, 2004). Da mesma forma 
que ocorre com XynA, a maquinaria catalítica da Rex é conservada quando comparada com 
outras enzimas da família GH8, porém o sub-sítio +2 é bloqueado estericamente por uma alça 
que precede a hélice α10 (FUSHINOBU et al., 2005). Na proteína Rex, o resíduo His139 forma 
uma ligação de hidrogênio com o grupo β-hidroxil da xilose no sub-sítio +1, contribuindo para 
a especificidade de clivagem na extremidade redutora (FUSHINOBU et al., 2005). Por analogia, 
o resíduo Gln260 parece desempenhar papel equivalente em XynA baseado em sua 
geometria. As descobertas experimentais descritas nesse trabalho combinadas com a notável 
similaridade ao mecanismo descrito para a Rex sugerem fortemente que XynA é uma exo-
oligoxilanase que produz xilose clivando a extremidade redutora de moléculas de 
carboidratos. 
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5.2 Redesenho racional do loop β7-α7 de XynA 
 Duas proteínas mutadas foram construídas e caracterizadas utilizando como 
base a sequência nativa de XynA: XynA-L270R (uma mutação pontual) e uma quimera 
substituindo todo o loop β7-α7 por uma sequência conservada que existe em endo-1,4-β-
xilanases típicas (Conforme descrito no item 4.1 da metodologia). Essas mutações foram feitas 
para investigar o papel do loop β7-α7 na estabilização da estrutura quaternária e no modo de 
ação diferenciado de XynA. A mutação pontual XynA-L270R foi suficiente para separar o 
dímero uma vez que o resíduo de arginina (R) foi inserido no núcleo hidrofóbico da interface 
causando forças repulsivas e impedimento estérico para a dimerização (Figura 5.8). 
 
Figura 5.8: Análise de SAXS da proteína mutada XynA-L270R. (A) Curva de espalhamento experimental e curva 
calculada teórica para a proteína mutada XynA-L270R monomérica. (B) O modelo monomérico para a proteína 
mutada ajustado no envelope de SAXS. 
Em relação à atividade, a proteína mutada XynA-L270R catalisa a hidrólise de 
xilano (Tabela 5.1 e Figura 5.9), porém com atividade catalítica muito baixa comparada com 
XynB (a xilanase típica de X. citri subsp. citri - esse resultado será apresentado a seguir). Os 
gráficos com a caracterização de pH e temperatura que suportam a caracterização cinética 
são mostrados na Figura 5.10. O padrão de clivagem de xilo-oligossacarídeos também se 
alterou, tornando-se um padrão canônico de endo-1,4-β-xilanases; isto é, com predominância 
de X2, X3 e X4 como produtos finais (Figura 5.11). Esse dado confirma que uma única mutação, 
que provocou o rompimento do arranjo dimérico, foi capaz de alterar o padrão de atividade 
de XynA de exo para endo.  
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Figura 5.9: Perfis cinéticos das proteínas com mutação pontual XynA-L270R (A) e da XynA quimérica (B). Os 
ensaios de atividade foram realizados a 35ºC em tampão fosfato pH 6,5 100 mM com a XynA-L270R a 0,02 
mg/mL, 30 min de reação, e a quimera a 0,001 mg/mL, 15 min de reação. Todos os experimentos foram feitos 
com seis repetições em microplacas. R2 XynA-L270R= 0,9599; R2 quimera= 0,9495. 
 
Tabela 5.1: Parâmetros cinéticos da hidrólise de xilano beechwood calculados para as duas proteínas geradas a 
partir de mutações em XynA. Valores para a XynA nativa são iguais a zero, uma vez que essa enzima não possui 
atividade mensurável no substrato utilizado. 
Parâmetro 
XynA- 
L270R 
XynA 
quimérica 
KM (mg mL-1) 6.7 (±0,8) 4.3 (±0,4) 
VMAX (U mg-1) 185 (±0,3) 2400 (±0,1) 
Kcat (s-1) 134 (±19) 1682 (±188) 
Kcat/KM (s-1 mg-1mL) 20 (±4) 391 (±59) 
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Figura 5.10: A influência do pH e da temperatura na atividade de XynA-L270R e na XynA quimérica. A atividade 
em diferentes pHs foi testada em tampão citrato-fosfato 40 mM adicionado de glicina 40 mM (faixa entre 4,0 e 
10,0) a 35ºC em xilano beechwood 0,5%. O efeito da temperatura na atividade foi testado em tampão fosfato de 
sódio 40 mM pH 6,5 também em xilano beechwood 0,5%. A curvas de concentração de enzima que foram feitas 
(resultados não-mostrados) permitiram padronizar as reações enzimáticas de XynA-L270R e da XynA quimérica 
em relação a concentração de proteína e tempo:  0,02 mg/mL, 30 min e 0,001 mg/mL, 15 min, respectivamente. 
Todos os experimentos foram feitos com seis repetições em microplacas. 
Em contraponto à baixa atividade de XynA-L270R, a outra proteína mutada, a XynA 
quimérica, mostrou-se notavelmente e surpreendentemente mais eficiente na hidrólise de 
xilano que a própria XynB, a endo-1,4-β-xilanase nativa de X. citri subsp. citri. XynA quimérica 
é cerca de 20 vezes mais ativa que XynA-L270R e 15% mais ativa que XynB (Tabelas 5.1 e 5.4). 
A constante de eficiência catalítica da XynA quimérica (Kcat/KM) é no mínimo sete vezes maior 
que os mesmos valores observados na literatura para outras endo-1,4-β-xilanases mesofílicas 
da família GH10 como CmXyn10B (PELL et al., 2004), Xyn10A de Bacteroides xylanisolvens 
(MIRANDE et al., 2010) e XynA de Glaciecola mesophila (GUO et al., 2009). Os dados cinéticos 
mostraram melhoria notável tanto no KM quanto na VMAX em comparação com o mutante 
pontual (Tabela 5.1). 
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Figura 5.11: Eletroforese capilar de carboidratos (CE-LIF) para os produtos de reações de hidrólise feitas com 
XynA-L270R. (A) Produtos de hidrólise de xilano beechwood. (B) Produtos de hidrólise de xilohexaose. A reação 
de hidrólise foi conduzida em tampão fosfato de sódio 40 mM pH 6,5 com a enzima a 0,02 mg/mL e 8 mM de 
xilohexaose ou xilano beechwood 0,5%. Após a reação a marcação dos produtos com APTS seguiu conforme 
descrito previamente na metodologia (Item 4.3). 
A eletroforese capilar de carboidratos confirmou que a substituição do loop 
converteu XynA em uma endo-1,4-β-xilanase clássica produzindo X2 e X3 tanto a partir de de 
xilano quanto de X6 (Figura 5.12). Os dados de SAXS coletados para essa proteína mutada 
mostram que a XynA quimérica é também um monômero em solução, corroborando a 
importância da acessibilidade aos sub-sítios positivos para a atividade endo-xilanolítica (Figura 
5.13). Além disso, a caracterização bioquímica revelou para essa enzima atividade em uma 
ampla faixa de pH (6,0 a 9,0) e temperatura ótima de 35ºC (Figura 5.10). Essas propriedades 
bioquímicas conjuntamente com a eficiência catalítica extremamente alta tornam essa enzima 
um biocatalisador potencialmente diferenciado para aplicações biotecnológicas em 
temperaturas moderadas.  
Além das mudanças funcionais, as mutações também afetaram a estabilidade de 
XynA. Estudos de dicroísmo circular e calorimetria de varredura diferencial mostraram que a 
XynA-L270R possui temperatura de melting 10ºC menor que a nativa enquanto a XynA 
quimérica apresentou 6ºC de redução nesse mesmo parâmetro (Figura 5.14).  
Os resultados da caracterização bioquímico-funcional, além das evidências 
biofísicas coletadas para as proteínas mutadas, confirmam o papel essencial do loop β7-α7 
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para governar o modo de ação de XynA. Além disso, esses dados confirmam que XynA é uma 
exo-oligoxilanase que produz xilose clivando a extremidade redutora.  
 
Figura 5.12: Eletroforese capilar de carboidratos (CE-LIF) para os produtos de reações de hidrólise feitas com a 
XynA mutada quimérica. (A) Produtos de hidrólise de xilano beechwood. (B) Produtos de hidrólise de xilohexaose. 
A reação de hidrólise foi conduzida em tampão fosfato de sódio 40 mM pH 6,5 com a enzima a 0,02 mg/mL e 8 
mM de xilohexaose ou xilano beechwood 0,5%. Após a reação a marcação dos produtos com APTS seguiu 
conforme descrito previamente na metodologia (Item 4.3). 
 
 
Figura 5.13: Análise de SAXS da XynA mutada quimérica. (A) Curva de espalhamento experimental e curva 
calculada teórica para a proteína mutada. (B) O modelo monomérico para a proteína mutada ajustado no 
envelope de SAXS. 
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Figura 5.14: Estabilidade térmica das contruções de XynA. Os perfis de desnaturação térmica para a XynA nativa, 
a XynA quimérica e XynA-L270R foram construídos em experimentos utilizando calorimetria de varredura 
diferencial (A) e dicroísmo circular (B). A temperatura de melting de cada um dos experimentos é apresentada 
nos insertos. 
5.3 A XynB é uma endo-1,4-β-xilanase clássica 
A XynB apresenta baixa identidade de sequência com endo-1,4-β-xilanases 
caracterizadas na literatura: 30% com SoXyn10A de Streptomyces olivaceoviridis (PDBID: 1ISV) 
(FUJIMOTO et al., 2002); 28% com TpXyl10B de Thermotoga petrophila (PDBID: 3NIY) (SANTOS 
et al., 2010); 26% com CmXyn10B de Cellvibrio mixtus (PDBID: 1UQY) (PELL et al., 2004) e 23% 
com IXT6 de Bacillus stearothermophilus (PDBID: 2Q8X) (SOLOMON et al., 2007). Entretanto, 
estudos funcionais com mutantes em que o gene da XynB foi deletado em linhagens de X. 
campestris pv. campestris (DÉJEAN et al., 2013), X. oryzae pv. oryzae (RAJESHWARI; JHA; 
SONTI, 2005) e X. campestris pv. vesicatoria (SZCZESNY et al., 2010) mostram que essa enzima 
exerce papel protagonista para que bactérias do gênero Xanthomonas possuam atividade 
xilanolítica extracelular. Desse modo, as propriedades bioquímicas e estruturais da XynB 
foram investigadas para elucidar as bases de sua atividade diante dessa baixa identidade de 
sequência.  
A caracterização bioquímico-funcional revelou que XynB é uma endo-xilanase 
genuína. Essa enzima é ativa tanto em xilano quanto em xilo-oligossacarídeos e possui padrão 
canônico de clivagem (Figura 5.15). XynB apresentou atividade entre pHs 4,5-8,0 e 
temperatura ótima de 35ºC, da mesma forma que a XynA quimérica (Figura 5.16). Uma ampla 
variedade de substratos celulósicos e hemicelulósicos, com diferentes tipos de composições 
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e substituições na cadeia principal, foram testados. Assim como outras xilanases clássicas, 
XynB apresentou atividade apenas em polissacarídeos constituídos por xilose. A maior 
atividade de XynB é na hidrólise de cadeias lineares de xilano (xilano beechwood), mas 
também catalisa a hidrólise de xilanos substituídos na cadeia principal (arabinoxilanos wheat 
e rye) (Tabela 5.2).  
 
Figura 5.15: Eletroforese capilar de carboidratos (CE-LIF) para os produtos de reações de hidrólise feitas com a 
XynB nativa. (A) Produtos de hidrólise de xilano beechwood. (B) Produtos de hidrólise de xilohexaose. 
 
 
Figura 5.16: A influência do pH e da temperatura na atividade de XynB. A atividade em diferentes pHs foi testada 
em tampão citrato-fosfato 40 mM adicionado de glicina 40 mM (faixa entre 2,0 e 10,0) a 35ºC em xilano 
beechwood 0,5%. O efeito da temperatura na atividade enzimática foi testado em tampão fosfato de sódio 40 
mM pH 6,5 também em xilano beechwood 0,5%. Foi utilizada concentração de enzima igual a 0,0025 mg/mL e 
15 min de reação. 
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Tabela 5.2: Atividade de XynB em diferentes polissacarídeos com xilose na cadeia principal. O xilano beechwood 
é essencialmente um polímero linear de xilose (HESPELL; COTTA, 1995). Os resíduos xilosil dos arabinoxilanos 
podem ser não-substituídos, mono-substituídos com resíduo de arabinose via o O3 ou di-substituídos via O3 e 
O2. O arabinoxilano rye possui 9% dos resíduos de xilose di-substituídos e 35% mono-substituídos, enquanto o 
arabinoxilano wheat possui mais resíduos di-substituídos (20%) e menos mono-substituídos (14%) (DERVILLY-
PINEL; THIBAULT; SAULNIER, 2001). 
Substrato Atividade relativa (%) Atividade específica (U.mg-1) 
Xilano beechwood 100 401 (±15) 
Arabinoxilano rye 86 343 (±23) 
Arabinoxilano wheat 38 149 (±24) 
 
5.4 Cálcio afeta a atividade e estabilidade de XynB 
Medidas da atividade catalítica de XynB mostraram drástica redução na presença 
de agentes quelantes, ou seja, XynB é dependente de íons divalentes. A tendência da 
preferência pelo Ca2+ dentre os íons divalentes foi mostrada em testes de atividade (Figura 
5.17 e Tabela 5.3). Essa hipótese foi confirmada por testes de cristalografia e calorimetria, que 
mostraram que XynB se liga a íons Ca2+ (Figuras 5.22 e 5.23). Então, foi realizado o estudo do 
desempenho cinético de XynB assim como purificada e com a complementação de íons CaCl2 
na reação de hidrólise (Tabela 5.4 e Figura 5.18). A adição do íon Ca2+ é para garantir que todos 
os sítios de ligação a esse íon estão ocupados na enzima. Nessa condição XynB apresentou KM 
aparente de 2,4 mg/mL e VMAX de 1300 U/mg, o que representa uma eficiência catalítica de 
339 mL/mg.s, destacando a importância do Ca2+ para a atividade dessa enzima. Observando a 
Figura 5.15, verificamos que a identificação do padrão de clivagem de xilano e xilohexaose por 
XynB revela como produtos X2, X3 e X4 como produtos principais, típico de endo-xilanases. 
Entretanto, nessas reações é possível identificar uma pequena quantidade de xilose, 
indicando que XynB não é estritamente uma endo-enzima. Embora não seja um resultado 
esperado, esse mesmo padrão é identificado em outras xilanases GH10 caracterizadas na 
literatura (SHI et al., 2013; SPURWAY et al., 1997; WANG et al., 2011). As características 
bioquímicas de XynB confirmam que essa enzima é a principal enzima xilanolítica do sistema 
CUT de X. citri subsp. citri, assim como foi observado em estudos in vivo realizados para X. 
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oryzae pv. oryzae (RAJESHWARI; JHA; SONTI, 2005), X. campestris pv. campestris (DÉJEAN et 
al., 2013) e X. campestris pv. vesicatoria (SZCZESNY et al., 2010). 
 
 
Figura 5.17: Teste de atividade de XynB em presença de íons. A enzima foi tratada com a resina Chelex® 100, 
quelante de íons divalentes. A performance da enzima após o tratamento com a resina é considerada o controle 
(100% de atividade) para o cálculo das atividades nesse gráfico.  
 
Tabela 5.3: Atividade de XynB na presença de EDTA e Ca2+. A atividade é reduzida drasticamente na presença de 
EDTA e recuperada com a adição do íon cálcio. 
Condição de reação Atividade relativa (%) 
XynB + Ca2+ 10 mM 100 
XynB + EDTA 1 mM 15,72 
XynB + EDTA 10 mM 12,01 
XynB+ EDTA 1 mM+ Ca2+ 10 mM 100,31 
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Figura 5.18: Perfis cinéticos da enzima XynB em tampão MES pH 6,5 100 mM (A) e no mesmo tampão adicionado 
de Ca2+ 10 mM (B). Os ensaios de atividade foram realizados a 35ºC com a enzima na concentração de 0,0025 
mg/mL em 15 min de reação. Todos os experimentos foram feitos com seis repetições em microplacas. R2 XynB= 
0,9569; R2 XynB+Ca2+= 0,9684. 
 
Tabela 5.4: Parâmetros cinéticos calculados para XynB e para XynB adicionada de 10 mM de CaCl2 em tampão 
MES 0,1 M pH 6,5. As reações foram mantidas a 35ºC. Fosfato de sódio, MES, PIPES, Tris-HCl, e succinato de sódio 
foram testados como agentes tamponantes. Foi escolhido o tampão MES, em que a enzima apresenta maior 
atividade, além de ser um composto que não é quelante de íons divalentes. 
Parâmetro 
XynB 
(como purificada) 
XynB 
Ca2+ 
KM (mg mL-1) 4,5 (±0,5) 2,4 (±0,2) 
VMAX (U mg-1) 1400 (±0,2) 1300 (±0,1) 
Kcat (s-1) 870 (±111) 801 (±69) 
Kcat/KM (s-1 mg-1mL) 195 (±34) 339 (±40) 
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Figura 5.19: O papel do íon Ca2+ na estabilidade estrutural de XynB. Estabilidade térmica de XynB na presença de 
Ca2+ ou EDTA avaliada utilizando calorimetria de varredura diferencial (A) e dicroísmo circular (B). A temperatura 
de melting de cada um dos experimentos é apresentada nos insertos. 
 
5.5 Análise estrutural de XynB revela subsítios positivos divergentes 
Os estudos cristalográficos de XynB revelaram que essa enzima possui um 
enovelamento canônico (β/α)8. As maiores diferenças estruturais em relação a outras 
xilanases GH10 se encontram nos resíduos de aminoácidos que formam a interface catalítica, 
especialmente na região dos sub-sítios positivos (Figura 5.20). A análise do mapa de densidade 
eletrônica indicou a presença de um íon nas proximidades do sítio ativo, e baseado nas 
distâncias de ligação, geometria de coordenação e o fator-B (ZHENG et al., 2014), indicam 
provavelmente ser o Ca2+ (discutido detalhadamente na sessão posterior). Os dados funcionais 
e os estudos calorimétricos corroboram essa hipótese.  
Estruturas da proteína complexada com xilose e xilo-oligossacarídeos (X2 e X3) também foram 
resolvidas em alta resolução (Figura 5.21), mostrando sub-sítios -3, -2 e -1 conservados (Figura 
5.7), como já reportado em outros estudos cristalográficos de xilanases GH10 (FUJIMOTO et 
al., 2002; NAJMUDIN et al., 2010; PELL et al., 2004; SANTOS et al., 2010). O resíduo de xilose 
que ocupa o sub-sítio -3 não realiza interações produtivas com nenhum resíduo de aminoácido 
da proteína, com sua orientação determinada apenas pelas imposições estéricas das ligações 
glicosídicas do trissacarídeo. Igual modo de ligação a X3 foi observado para CmXyn10B e 
SoXyn10A, indicando que o sub-sítio -3 não parece ser produtivo para reconhecimento e 
ligação ao substrato. Curiosamente, os sub-sítios -2 e -1 são conservados também em XynA, 
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que possui atividade diferente de XynB, o que revela um alto grau de conservação nos sub-
sítios envolvidos no reconhecimento do carboidrato. Com base nessa observação, pode-se 
concluir que os sub-sítios negativos não são a base para diversidade funcional dentro da 
família GH10. 
 
Figura 5.20: Comparação estrutural de XynB com outras xilanases GH10 cujas caracterizações estão disponíveis 
na literatura. (A) Superposição de XynA (PDBID: 4PMV), CmXyn10B (PDBID: 1UQY) (PELL et al., 2004), SoXyn10A 
(PDBID: 1ISV) (FUJIMOTO et al., 2002), IXT6 (PDBID: 2Q8X) (SOLOMON et al., 2007) e TpXyl10B (PDBID: 3NIY) 
(SANTOS et al., 2010) em XynB (PDBID: 4PMX).  (B e C) Superfícies moleculares das xilanases enumeradas em (A), 
exceto XynA. O loop β7-α7 está destacado nas figuras com o mesmo padrão de cores. O cinza mais escuro na 
superfície de XynB em (B) indica a região divergente dos sub-sítios positivos que em outras xilanases é ocupada 
pelo loop Val136-Trp166. 
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Figura 5.21: Complexos de XynB com xilo-oligossacarídeos. Os resíduos que compõem os sub-sítios negativos de 
XynB são mostrados e as interações polares com os carboidratos foram marcadas. Os mapas de densidade 
eletrônica dos ligantes são mostrados para ilustrar a qualidade dos dados. 
Em contraste com a região que forma os sub-sítios negativos, os sub-sítios 
positivos divergem amplamente em termos de geometria e propriedades físico-químicas. 
Mesmo o sub-sítio +1, que deveria ser conservado como requerimento mínimo para 
reconhecimento e clivagem das ligações β-1,4 entre os resíduos de xilose, contém diferenças 
significativas na rede de interação que suporta a ligação ao substrato. Dois resíduos 
aromáticos são totalmente conservados (Tyr190 e Trp295), entretanto, XynB tem um resíduo 
carregado positivamente (Arg296) que também forma um o sub-sítio +1, enquanto na 
CmXyn10B esse resíduo é substituído por um resíduo hidrofóbico (Phe340). Em SoXyn10A, o 
sub-sítio +2 é baseado exclusivamente em interações polares envolvendo Asn209, Ser212 e 
Arg275, enquanto em XynB, um resíduo aromático (Phe225) substitui os dois resíduos polares 
Asn209 e Ser212. Já em CmXyn10B, o sub-sítio +2 é compreendido basicamente um resíduo 
de triptofano, que é localizado do lado oposto a Phe225. Não é possível mapear resíduos 
envolvidos nos demais sub-sítios positivos de XynB, devido à grande variação estrutural entre 
xilanases GH10 já caracterizadas.  
Ainda em relação aos sub-sítios positivos, CmXyn10B exibe uma alça β7-α7 
estendida, a mesma alça que está relacionada ao comportamento funcional diferenciado de 
XynA, que contribui para a formação dos sub-sítios +2, +3 e +4; e SoXyn10A possui também 
um sub-sítio +5 formado por um resíduo de triptofano (Trp179). Em XynB, ambos os motivos 
citados estão ausentes e a região altamente conservada entre xilanases GH10 que 
compreende os resíduos Val136-Trp166 adota uma conformação muito particular, que produz 
um amplo sítio ativo (Figura 5.20). Essa característica pode explicar a habilidade que XynB 
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possui de clivar cadeias decoradas de xilano. Essas observações em conjunto com as 
diferenças estruturais encontradas em XynA indicam claramente que distinções na 
arquitetura dos sub-sítios positivos estão intimamente associadas ao comportamento 
funcional de enzimas GH10 em termos de eficiência catalítica, padrão de clivagem e 
reconhecimento do substrato. 
5.6 Base estrutural da importância do íon cálcio para enzima XynB 
 Os estudos bioquímicos de XynB mostraram um forte efeito inibitório de 
agentes quelantes sobre a atividade dessa enzima (Figura 5.17 e Tabela 5.3), o que indica que 
há contribuição de íons divalentes para o desempenho catalítico. De fato, a atividade de XynB 
não só foi recuperada pela adição de íons Ca2+ após tratamento com EDTA, como também foi 
cerca de 5 vezes maior. A atividade enzimática de XynB também foi recuperada cerca de 2 
vezes após a adição do íon magnésio, enquanto outros íons metálicos não resultaram em 
recuperação significativa da atividade xilanolítica. 
 Em relação à importância do Ca2+ para a estabilidade da proteína, estudos de 
dicroísmo circular e calorimetria diferencial de varredura mostraram considerável 
estabilização na estrutura de XynB por íons cálcio (ΔTm= +11ºC) (Figura 5.19). Esses resultados 
corroboram a hipótese de que tanto a estabilidade estrutural de XynB quanto seu 
desempenho catalítico são afetados por íons Ca2+. Até o estudo de XynB, o efeito estabilizador 
desse íon havia sido mostrado na literatura relacionada à família GH10 apenas para a enzima 
CjXylA (ΔTm = +6ºC) (SPURWAY et al., 1997). Entretanto, no caso de CjXylA o íon Ca2+ não 
influencia na atividade catalítica, sugerindo que esse efeito duplo é único de XynB. Além disso, 
medidas de calorimetria indicam que a constante de afinidade (Ka) para esse íon é igual a 4,7 
x 104 M-1 e há um sítio de ligação por monômero (Figura 5.22). Esse Ka é similar ao observado 
previamente para CjXylA (Ka = 4,9 x 104 M-1), embora os sítios de ligação sejam totalmente 
diferentes.  
Os estudos de cristalografia mostraram que na estrutura de XynB o cálcio se liga a 
um motivo N-terminal entre o loop β2-α2 e a hélice α3 que é localizado do lado oposto à 
interface catalítica em comparação com o sítio de ligação ao cálcio de CjXylA (Figura 5.23). 
Esse íon é preso em um octaedro O6 formado pelas cadeias laterais dos resíduos Glu64, Asp68, 
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Glu115 e Gln118 e por duas moléculas de solvente. Esses resíduos não são conservados em 
outros membros da família GH10, indicando que XynB possui um sítio único de ligação ao 
cálcio que também está presente apenas em órtologos do gênero Xanthomonas. Embora o 
sítio de ligação ao cálcio não esteja envolvido diretamente na formação do sítio ativo, sua 
posição estratégica desempenha um papel importante na estabilização das alças que 
compreendem os sub-sítios -1 e -2. Essa observação foi analisada e corroborada por 
simulações de dinâmica molecular. Desse modo, a presença do íon cálcio é relevante 
estruturalmente para a manutenção da geometria do sítio ativo e perturbações nessa região 
podem afetar tanto o reconhecimento quanto a ligação ao substrato. 
 
Figura 5.22: Calorimetria de titulação isotérmica (ITC) para determinação da constante de afinidade da ligação 
ao íon cálcio (Ka). 
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Figura 5.23: O sítio de ligação ao íon cálcio de XynB. Superposição da estrutura de CjXylA (cinza, PDBID: 1CLX) na 
estrutura de XynB (branco). As regiões que formam o sítio de ligação ao cálcio de CjXylA estão coloridas em 
vermelho e rosa.   As regiões que formam o sítio de ligação ao cálcio de XynB estão coloridas em azul e laranja. 
A fenda catalítica de XynB está delineada como uma malha preta. A coordenação do íon cálcio em XynB está 
mostrada em detalhes na caixa.  
5.7 XynA quimérica e XynB hidrolisam licor rico em xilo-oligossacarídeos extraído de 
cana-de-açúcar  
O licor concentrado em xilo-oligômeros que é oriundo do pré-tratamento 
hidrotérmico auto-catalisado do bagaço de cana foi utilizado para testar a capacidade de 
hidrólise de XynA quimérica e XynB quando adicionadas em um substrato industrial de real 
aplicação e interesse biotecnológico. A Tabela 5.5 apresenta a caracterização do licor de xilo-
oligossacarídeos concentrado, que foi utilizado nesse experimento, e a sua composição 
monomérica após hidrólise ácida. A diferença entre as concentrações de monossacarídeos e 
outros componentes após e antes da hidrólise ácida é usada para se estimar a concentração 
de polissacarídeos. 
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Tabela 5.5: Caracterização do licor de pré-tratamento hidrotérmico concentrado sem e com hidrólise ácida. 
Componentes Licor de Xilo-oligossacarídeos 
Licor de Xilo-oligossacarídeos 
completamente hidrolisado 
com ácido 
Glicose (g/L) 0,83 7,78 
Xilose (g/L) 11,17 54,84 
Arabinose (g/L) 0,86 3,59 
Galactose (g/L) n.a* n.a* 
Ácido Fórmico (g/L) 0,65 n.a* 
Ácido Acético (g/L) 1,24 n.a* 
Furfural (g/L) 0,24 n.a* 
HMF (g/L) 0,03 n.a* 
*n.a  = Não determinado 
 
Tabela 5.6: Resultados dos ensaios de hidrólise do licor de xilo-oligossacarídeos extraídos de cana-de-açúcar 
previstos no DCCR 22. 
Ensaios 
Xilo-
oligossacarídeos 
(g/L) 
Enzima 
(mg/mL) 
Xilose 
liberada  
XynA 
quimérica 
(g/L) 
% de hidrólise 
dos xilo-
oligossacarídeos 
XynA quimérica 
Xilose 
liberada  
XynB (g/L) 
% de hidrólise 
dos xilo-
oligossacarídeos 
XynB 
1 4,5 (-1) 0,3 (-1) 1,29 28,6 1,38 30,6 
2 25,8 (1) 0,3 (-1) 6,78 26,3 7,29 28,2 
3 4,5 (-1) 1,7 (1) 1,25 27,8 1,58 35,1 
4 25,8 (1) 1,7 (1) 7,78 30,1 7,94 30,7 
5 1 (-1,41) 1 (0) 0,34 34 0,35 35 
6 30 (1,41) 1 (0) 8,50 28,3 8,17 27,2 
7 15,5 (0) 0 (-1,41) 0,0 0,0 0,0 0,0 
8 15,5 (0) 2 (1,41) 4,13 26,6 5,10 32,9 
9 15,5 (0) 1 (0) 4,13 26,6 4,68 30,2 
10 15,5 (0) 1 (0) 4,21 27,1 4,89 31,6 
11 15,5 (0) 1 (0) 4,17 26,9 4,69 30,3 
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Os resultados das hidrólises do substrato rico em xilo-oligossacarídeos utilizando 
a XynA quimérica e a XynB nativa de X. citri subsp. citri são apresentados na Tabela 5.6. Os 
dados mostram que ambas as enzimas testadas foram capazes de hidrolisar os xilo-oligômeros 
de cana-de-açúcar e a porcentagem de conversão variou de forma pouco abrangente entre os 
ensaios (26,6% a 35,1%). Nesse experimento, a concentração das enzimas estudadas foi 
amplamente variada (0,3 a 2 mg/mL), portanto, esperava-se a priori que as porcentagens de 
conversão na hidrólise variassem de forma mais proeminente. Rendimentos de hidrólise em 
torno de 30% foram alcançados em todos os pontos testados e o próprio efeito da adição de 
enzima ao licor é pequeno se comparado com o efeito da concentração de licor (Tabelas 5.7 
a 5.9). Isso indica uma limitação na hidrólise intrínseca ao substrato, que é provavelmente 
explicada pela substituição da cadeia principal de xilose por resíduos de arabinose. Vale a pena 
ressaltar que estudos de caso na literatura em que a celulose é sacarificada com os melhores 
coquetéis enzimáticos disponíveis no mercado, mostram rendimentos de hidrólise variando 
aproximadamente de 50 a 70% (BANERJEE et al., 2012; MARTINS; RABELO; COSTA, 2015). Para 
o caso específico das hemiceluloses, Hu e colaboradores (2016) trabalharam com o licor de 
xilo-oligossacarídeos advindo do pré-tratamento hidrotérmico de palha de trigo. Esses autores 
otimizaram vários parâmetros de hidrólise, dentre eles a composição do coquetel enzimático, 
misturando preparações como Cellic CTec2, Cellic CTec3 e Cellic HTec, o teor de sólidos e o pH 
de hidrólise. Os rendimentos desse trabalho nas condições otimizadas atingiram 90% (HU, 
JINGUANG et al., 2016). As Tabelas 5.7 e 5.8 mostram as análises de variâncias os modelos 
obtidos (Tabela 5.9). Em ambos os casos o Fcalculado foi cerca de nove vezes maior que o 
Ftabelado, com coeficientes de correlação de aproximadamente 86%. 
Tabela 5.7: Análise de variância do modelo para a produção de xilose aplicando XynA quimérica em licor (g/L). 
Fonte de 
variação 
Soma de 
quadrados 
Graus de 
liberdade 
Quadrado 
médio 
Teste F* 
Regressão 75,04 2 37,52 26,6 
Resíduo 11,34 8 1,41  
Total 86,38 10   
Coeficiente de correlação = 86,8% 
*F0,1; 2;8= 3,11 
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Tabela 5.8: Análise de variância do modelo para a produção de xilose aplicando XynB em licor (g/L). 
Fonte de 
variação 
Soma de 
quadrados 
Graus de 
liberdade 
Quadrado 
médio 
Teste F* 
Regressão 76,14 2 38,07 25,1 
Resíduo 12,16 8 1,52  
Total 88,30 10   
Coeficiente de correlação = 86,2% 
*F0,1; 2;8= 3,11 
 
Os modelos ajustados apenas com os coeficientes significativos (p-valor<0,1) para 
a construção do modelo de regressão são apresentados na tabela 5.9. Todos os coeficientes 
quadráticos e a interação não foram significativos. Desse modo nota-se que os modelos geram 
duas superfícies lineares (Figura 5.24).  
Tabela 5.9: Regressões construídas com base nos dados experimentais da tabela 5.6 que indicam a concentração 
de xilose liberada em função das concentrações de licor e de enzima adicionadas na reação de hidrólise. 
Regressões reparametrizadas 
XynA 
quimérica 
YXilose (g/L)= 3,86 + 2,94 [Xilo-oligossacarídeos] + 0,84 [XynA quimérica] 
XynB YXilose (g/L)= 4,18 + 2,92 [Xilo-oligossacarídeos] + 1,0 [XynB] 
 
Pode-se depreender a partir da observação dos modelos obtidos que em ambos 
os casos a concentração de enzima não impactou de forma notável. Esse fato pode ser 
interpretado como eficiente performance da atividade das enzimas testadas, uma vez que 
mesmo concentrações muito baixas de ambas enzimas foram capazes de atingir o máximo de 
rendimento de liberação de xilose monomérica. Embora o efeito individual de XynB seja 
ligeiramente maior que o da XynA quimérica, ambas performances foram muito similares. 
Desse modo as enzimas testadas foram eficazes para produzir xilose a partir de um substrato 
de real interesse biotecnológico. A Figura 5.24 apresenta as superfícies geradas a partir dos 
modelos da Tabela 5.9. Como os coeficientes quadráticos não foram significativos, as 
superfícies geradas são planas. Ou seja, tanto a concentração de xilo-oligossacarídeos como a 
concentração das enzimas impactam de forma linear na concentração de xilose liberada. 
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Desse modo, os maiores valores de xilose liberada (variável resposta) são obtidos em altas 
concentrações de enzima e altas concentrações de licor. Entretanto, conforme discutido 
anteriormente, o impacto da adição de enzima foi limitado por características intrínsecas ao 
substrato. Isso também pode ser observado nas superfícies geradas, pois nota-se que há 
regiões de baixa concentração de enzima que geram altas concentrações de xilose livre. 
 
Figura 5.24: Superfícies de resposta que mostram a produção de xilose monomérica em função da concentração 
de xilo-oligossacarídeos e de enzima adicionados na reação de hidrólise. (A) Superfície construída com o modelo 
utilizando a XynA (mg/mL). (B) Superfície construída com o modelo utilizando a XynB (mg/mL).  
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6 – DISCUSSÃO 
6.1 Evolução e função na família GH10 
É uma característica notável da família GH10 que a região dos sub-sítios negativos 
foi preservada quase intacta ao longo da evolução das proteínas que constituem esse grupo, 
enquanto os sub-sítios de reconhecimento à extremidade redutora dos substratos sofreram 
profundas modificações que permitiram modelar a função dessas enzimas em procariotos e 
eucariotos. A inspeção das estruturas de proteínas GH10 depositadas no Protein Data Bank 
confirma que os sub-sítios -2 e -1 são conservados independentemente da similaridade de 
sequência e do modo de ação, como reportado para as enzimas de X. citri subsp. citri e 
homólogos. Em contraste, a região dos sub-sítios positivos é muito divergente mesmo entre 
xilanases GH10 com similaridade de sequência maiores que 45%. Curiosamente, o segmento 
mais divergente dessa região é o loop que conecta os elementos β7-α7. XynA contém uma 
inserção nesse motivo que induz a dimerização da proteína e bloqueia o sub-sítio +2, 
enquanto em CmXyn10B há uma longa alça que participa na formação dos sub-sítios +2, +3 e 
+4. Em outras GH10, incluindo XynB, TpXyl10B e SoXyn10A, essa alça é encurtada e outras 
alças, como β6-α6 e β8-α8, participam na formação dos sub-sítios positivos. Em TpXyl10B, foi 
demonstrado que mudanças conformacionais na alça β8-α8, induzidas pelo aumento da 
temperatura, modifica o padrão de clivagem da enzima (SANTOS et al., 2014). Da mesma 
forma que as estruturas moleculares dos sub-sítios positivos são distintas entre as enzimas 
GH10, as bases físico-químicas para ligação ao substrato são variáveis. SoXyn10A interage com 
o resíduo de xilose no sub-sítio +2 através de contatos polares, enquanto em CmXyn10B essas 
interações são hidrofóbicas. As regiões envolvidas com a formação dos sub-sítios positivos são 
tão divergentes que não é possível mapear sub-sítos positivos após +2 em XynB por homologia 
estrutural.  
Em resumo, dados estruturais e funcionais disponíveis para enzimas da família 
GH10, incluindo as contribuições desse trabalho com as enzimas de X. citri subsp. citri, 
mostram que os sub-sítios negativos possuem um mecanismo comum de reconhecimento 
molecular. Além disso, há grande variabilidade nos sub-sítios positivos mesmo entre enzimas 
altamente similares. Desse modo, mudanças nessa região dirigem de forma imprevisível o 
comportamento funcional, a eficiência catalítica e o modo de ação das enzimas GH10. 
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6.2 Implicações biológicas: Como as enzimas GH10 contribuem para a patogênese e 
para o crescimento 
 As plantas possuem inúmeros mecanismos de defesa que evoluíram para 
prevenir a infecção por micro-organismos patogênicos (BROEKAERT et al., 1995; GRENNAN, 
2006; LIU et al., 2005; VERONESE et al., 2003). Muitos fungos fitopatogênicos produzem um 
repertório de CWDEs, como celulases e xilanases, que auxiliam a colonização e a captação de 
nutrientes (FAURE, 2002; KING et al., 2011; VAN VU et al., 2012) . Entretanto, os 
oligossacarídeos que que são gerados por essas enzimas são monitorados pela planta e 
induzem a resposta imune inata (SHIBUYA; MINAMI, 2001). As plantas podem ainda produzir 
inibidores de proteínas, como glucanases, que afetam diretamente a patogênese (FIERENS et 
al., 2005; YOSHIZAWA et al., 2012). Xanthomonas spp. possuem um arsenal completo de 
CWDEs, mas o papel provável dessas enzimas na patogênese e nas interações planta-
patógeno ainda era desconhecido. Neste trabalho, a estrutura e a função das duas principais 
enzimas GH10 de X. citri subsp. citri relacionadas como xilanases foram elucidadas, e esses 
dados servem como modelo para entender os eventos moleculares associados tanto à 
degradação de xilano quanto à patogênese.  
 A enzima divergente XynB mostrou-se a principal enzima do sistema xilanolítico 
de X. citri subsp. citri, desempenhando papel fundamental na degradação da hemicelulose 
(Figura 6.1). A hidrólise desses polissacarídeos está provavelmente relacionada com a 
captação de nutrientes. Além disso, o dano à integridade da parede celular pode representar 
uma vantagem para o patógeno, uma vez que essa atividade facilita montagem de T3SS, e 
consequentemente, a translocação de proteínas efetoras. De fato, muitos genes T2SS de 
Xanthomonas spp., em sua maioria CWDEs, são co-regulados com elementos de T3SS, 
corroborando com esse modelo (JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2007; SZCZESNY et al., 2010; 
YAMAZAKI; HIRATA; TSUYUMU, 2008). Entretanto, o dano à parede celular pode ser 
considerado uma vantagem e ao mesmo tempo um problema, uma vez que além de servir 
para a entrada do fitopatógeno e a translocação de proteínas efetoras, pode funcionar 
também como sinalização para acionar a resposta imune do hospedeiro (RYAN, 1987). 
Alguns patógenos de plantas desenvolveram ao longo da evolução estratégias 
moleculares para suprimir a ativação da resposta imune causada por oligossacarídeos que são 
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produzidos pelas CWDEs (DE JONGE et al., 2010; JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2005). O fato de 
XynA degradar xilo-oligossacarídeos produzidos por XynB sugere que essa nova enzima GH10 
pode fazer parte de uma estratégia de Xanthomonas para suprimir as respostas de defesas 
induzidas por oligossacarídeos. Um mecanismo similar de supressão já foi observado para 
outros fitopatógenos; entretanto, envolvendo proteínas quitinase-like (DE JONGE et al., 2010). 
Além disso, pode-se especular que a dimerização de XynA e a baixa identidade de sequência 
de XynB com outras xilanases GH10 de fitopatógenos – principalmente fungos que são 
tipicamente degradadores de parede celular – são mecanismos de camuflagem para evitar o 
reconhecimento por receptores e inibidores da planta. Essas descobertas e interpretações 
indicam potencialmente um novo mecanismo molecular associado à interação planta-
Xanthomonas e fornece modelos de como esse patógeno desenvolveu estratégias sofisticadas 
para superar as barreiras de defesa do hospedeiro. 
 
Figura 6.1: Representação esquemática dos papéis exercidos por XynA e por XynB durante a infecção por 
Xanthomonas e a patogênese. Em um estágio inicial, T2SS secreta hidrolases glicosídicas incluindo XynA e XynB. 
XynB possui um papel primário na degradação da fração hemicelulósica da parece celular que é importante para 
a captação de nutrientes e para romper a primeira barreira física contra o ataque bacteriano. O enfraquecimento 
da parede celular facilita a inserção de T3SS, responsável pela entrega de proteínas efetoras e outras moléculas 
dentro do citoplasma da célula vegetal. Em um estágio mais tardio, os oligossacarídeos solúveis liberados pela 
ação de XynB funcionam como elicitores do sistema imune inato e então XynA os sequestra, com sua atividade 
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de exo-oligoxilanase que produz xilose clivando a extremidade redutora de moléculas de oligossacarídeos, e os 
cliva em unidades de xilose, suprimindo o desenvolvimento de uma resposta sistêmica.  
6.3 Implicações biotecnológicas: alternativas para a degradação de xilano 
 Alguns micro-organismos saprófitas, como o fungo Trichoderma reesei, 
produzem um amplo arsenal de CWDEs para degradar biomassa vegetal e suas enzimas são 
utilizadas com sucesso em processos biotecnológicos (SCHUSTER; SCHMOLL, 2010). 
Entretanto, fitopatógenos como Xanthomonas spp., que infectam planta através de 
estômatos e lesões (GOTTWALD; GRAHAM, 1992; GRAHAM et al., 1992), de forma intrigante 
possuem um grande número de CWDEs. X. citri subsp. citri, por exemplo, contem pelo menos 
160 genes relacionados com a modificação e degradação de carboidratos espalhados em 44 
famílias GH. Esse número é comparável com o arsenal de fungos especializados na degradação 
de parede celular, como Aspergillus niger e Neurospora crassa (LOMBARD et al., 2014). 
Embora essas bactérias representem uma fonte rica para a prospecção de novas enzimas com 
aplicações biotecnológicas, poucas GH de Xanthomonas foram investigadas funcionalmente e 
estruturalmente. Aqui nossos estudos revelaram mecanismos únicos associados com a 
degradação de xilano, como a atividade diferenciada de XynA e a estimulação de XynB por 
Ca2+. Além disso, o redesenho de XynA com base na estrutura de outras xilanases GH10, 
surpreendentemente gerou um mutante com alta atividade catalítica. Testes de hidrólise de 
um substrato de elevado interesse biotecnológico, o licor de pré-tramento hidrotérmico do 
bagaço de cana-de-açúcar, retornou valores de hidrólise em torno de 30% para ambas as 
enzimas de X. citri subsp. citri em baixos níveis de adição de proteína (0,3 mg/mL). Embora 
nesse experimento fique evidente a limitação da hidrólise, que ainda depende de atividades 
catalíticas sinérgicas para que a carga de enzima necessária possa ser adequadamente 
calculada, XynA engenheirada e XynB são promissoras para bioprocessos que ocorrem em 
faixa de temperatura moderadamente baixa, como aqueles que aplicam a técnica de 
sacarificação e fermentação simultâneas para a produção de bioetanol (DORAN-PETERSON et 
al., 2009). A patente da sequência de XynA quimérica foi depositada com esse propósito junto 
ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial (BR102150223501). 
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7 – CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 Embora xynA e xynB sejam dois genes cujos produtos já eram de provada 
importância para o gênero Xanthomonas, ainda eram totalmente desconhecidas as bases 
moleculares de sua ação em polissacarídeos hemicelulósicos. Nesse trabalho, concluímos que: 
 XynA nativa não apresentou atividade xilanolítica em testes de hidrólise 
de xilano beechwood, apesar de essa sequência ser enquadrada como uma endo-1,4-
β-xilanase GH10 pelo banco de enzimas ativas em carboidratos (CAZy); 
 XynA apresentou estrutura dimérica estável em análises de 
cristalografia e espalhamento de raios X a baixos ângulos; 
 A análise de eletroforese capilar de xilohexaose hidrolisada por XynA 
nativa, combinada com a quantificação por HPLC do efeito sinérgico da adição de XynA 
e XynB na hidrólise de xilano beechwood sugeriram que essa enzima é uma exo-
oligoxilanase que atua no terminal redutor da mólecula do polissacarídeo/ 
oligossacarídeo liberando xilose. A atuação no terminal redutor ficou evidente a partir 
da análise dos dados de cristalografia, que mostram na geometria do sítio ativo de 
XynA nativa, os sub-sítios positivos a partir do +2 bloqueados por impedimentos 
estéricos provocados pela dimerização; 
 A construção da proteína mutada XynA-L270R provocou o rompimento 
da estrutura dimérica e recuperou a atividade xilanolítica de XynA; 
 A construção de uma proteína mutada quimérica (XynA quimérica), em 
que a alça que conecta os elementos topológicos β7-α7 estabilizando a dimerização 
em XynA nativa foi substituída por uma sequência canônica de endo-1,4-β-xilanases, 
provocou o rompimento da estrutura dimérica e resultou em uma proteína sete vezes 
mais ativa em xilano beechwood a 35 ⁰C que aquelas que haviam sido previamente 
descritas na literatura para essa faixa de temperatura; 
 XynB mostrou-se uma endo-1,4-β-xilanase genuína com parâmetros 
cinéticos adequados e padrão de clivagem típico de endo-1,4-β-xilanases; 
 XynB apresentou estrutura monomérica em estudos cristalográficos; 
 XynB é dependente do íon cálcio para desempenhar atividade 
xilanolítica. Além disso, estudos de calorimetria e dicroísmo circular mostraram que 
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esse íon estabiliza a estrutura de XynB, elevando a temperatura de melting em torno 
de 11 ⁰C.  
 Tanto XynA quimérica quanto XynB foram capazes de hidrolisar o licor 
concentrado em xilo-oligômeros que é oriundo do pré-tratamento hidrotérmico auto-
catalisado do bagaço de cana-de-açúcar. A porcentagem de conversão dos xilo-
oligossacarídeos variou entre 26,6% a 35,1% nos pontos experimentais estabelecidos 
pelo delineamento central composto rotacional. 
 
As descobertas que foram apresentadas nesse trabalham sugerem novas 
estratégias moleculares para a desconstrução da parede celular de plantas (conforme 
discutido no item 6.2), ampliando nosso conhecimento sobre atividades e mecanismos 
regulatórios da família GH10, e destacando o amplo potencial de bactérias fitopatogênicas 
como fonte de enzimas biotecnologicamente relevantes. Os resultados que foram 
apresentados confirmam o protagonismo de XynB na degradação das cadeias de xilano da 
parede celular. Além disso, demonstrou-se que XynA é envolvida na hidrólise de 
oligossacarídeos, conhecidos ativadores da resposta imune de plantas. Foram descritos novos 
mecanismos implicados na degradação de xilano por Xanthomonas – a atividade de exo-
oligoxilanase de XynA e estimulação por cálcio de XynB – que não só expandem os 
conhecimentos relacionados ao repertório funcional e regulatório da família GH10, como 
também demonstram o ótimo potencial de bactérias fitopatogênicas como fonte de novas 
atividades de hidrolases glicosídicas. A possibilidade de que XynA e XynB interajam no 
momento da infecção, contribuindo para a eliminação de elicitores da resposta imune, 
necessita ainda ser investigada em estudos in vivo. 
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Molecular Mechanisms Associated with Xylan Degradation
by Xanthomonas Plant Pathogens*
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Leandro Henrique de Paula Assis‡, Rodrigo Vargas Honorato‡, Paulo Se´rgio Lopes de Oliveira‡, Roberto Ruller§,
and Mario TyagoMurakami‡2
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Energy andMaterials, Campinas, Sa˜o Paulo, 13083-970, Brazil
Background: The xylanolytic activity is important for adaptation of Xanthomonas phytopathogen to the phyllosphere.
Results: XynB is a very efficient endo-xylanase activated by calcium ion, and XynA is a dimeric exo-oligoxylanase.
Conclusion: XynB degrades xylan, releasing xylooligosaccharides that are substrate for XynA.
Significance: This work elucidated the structural basis for the function of the xylanolytic enzymes from Xanthomonas.
Xanthomonas pathogens attack a variety of economically rel-
evant plants, and their xylan CUT system (carbohydrate utiliza-
tion with TonB-dependent outer membrane transporter sys-
tem) contains twomajor xylanase-related genes, xynA and xynB,
which influence biofilm formation and virulence by molecular
mechanisms that are still elusive. Herein, we demonstrated that
XynA is a rare reducing end xylose-releasing exo-oligoxylanase
and not an endo--1,4-xylanase as predicted. Structural analy-
sis revealed that an insertion in the 7-7 loop induces
dimerization and promotes a physical barrier at the2 subsite
conferring this unique mode of action within the GH10 family.
A single mutation that impaired dimerization became XynA
active against xylan, and high endolytic activity was achieved
when this loop was tailored to match a canonical sequence of
endo--1,4-xylanases, supporting our mechanistic model. On
the other hand, the divergent XynB proved to be a classical
endo--1,4-xylanase, despite the low sequence similarity to
characterized GH10 xylanases. Interestingly, this enzyme con-
tains a calcium ion bound nearby to the glycone-binding region,
which is required for catalytic activity and structural stability.
These results shed light on the molecular basis for xylan degra-
dation by Xanthomonas and suggest how these enzymes syner-
gistically assist infection and pathogenesis. Our findings indi-
cate that XynB contributes to breach the plant cell wall barrier,
providing nutrients and facilitating the translocation of effector
molecules, whereas the exo-oligoxylanaseXynApossibly partic-
ipates in the suppression of oligosaccharide-induced immune
responses.
Cell wall-degrading enzymes (CWDEs)3 secreted by the type
II secretion system (T2SS) are required for virulence and patho-
genesis in the genus Xanthomonas (1–3). These enzymes such
as xylanases, cellulases, and polygalacturonases degrade the
main polysaccharides of plant cell walls, weakening the first
physical barrier against pathogen attack and releasing nutrients
during the colonization of plants (4–6). On the other hand,
some CWDEs might have dual functions because their pres-
ence is sensed by plants, triggering defense responses (7). These
enzymes can activate the innate immune system of plants by
both pathogen-associated molecular patterns and damage-as-
sociatedmolecular patterns. In the pathogen-associatedmolec-
ular pattern-triggered mechanism, CWDEs can elicit defense
responses, independently of their enzymatic activity, as dem-
onstrated for fungal xylanases (8, 9), which are recognized by
specific receptors in the plant cell surface (10). In the damage-
associated molecular pattern-triggered mechanism, the oligo-
saccharides produced by their enzymatic activity can activate
the host innate immune system (11, 12) as demonstrated for
plants pretreated with glycoside hydrolases, which showed
enhanced resistance against pathogens (13). It is also proposed
a functional interplay between the T2SS and type III secretion
system (T3SS) inwhich the arsenal of CWDEs secreted byT2SS
disrupts the plant cell wall integrity facilitating the transloca-
tion of effector proteins by T3SS (14, 15). Indeed, several T2SS
genes fromXanthomonas spp. are coregulated with T3SS com-
ponents supporting this model (14–16).
Interestingly,Xanthomonas pathogens contain a large reper-
toire of genes related to plant cell wall degradation and modifi-
cation (at least 160 genes) that is equivalent to that observed in
other bacteria specialized in biomass digestion such as Rumi-
nococcus albus and Clostridium cellulolyticum (based on the
CAZy database (17)). However, Xanthomonas spp. preferen-
tially infect plants through stomata or lesions on leaves and
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do Estado de Sa˜o Paulo Grants 10/51890-8, 13/13309-0, and 14/07135-1;
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476043/2011-5 and 308092/2012-0; and Coordenac¸a˜o de Aperfeic¸oa-
mento de Pessoal de Nível Superior.
The atomic coordinates and structure factors (codes 4PMU, 4PMV, 4PMX,
4PMY, 4PMZ, and 4PN2) have been deposited in the Protein Data Bank
(http://wwpdb.org/).
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ANEXO II: PARECER DA COMISSÃO DE BIOSSEGURANÇA 
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ANEXO III: DECLARAÇÃO REFERENTE A DIREITOS AUTORAIS 
 
95
